





Uber Aktivierung und Hitzebestindigkeit von Fermenten. 
Zugleich ein Beitrag 
zur Frage von den Beziehungen zwischen Lab und Pepsin. 


Von 
J. Wohigemuth und N. Sugihara. 


{Aus der chemischen Abteilung des Rudolf Virchow-Krankenhauses zu 
Berlin.) 


(Eingegangen am 29. Juli 1925.) 


Gelegentlich seiner Untersuchungen tiber die starkeverfliissigende 
und starkespaltende Eigenschaft der Speichelamylase hat Hizume') 
auf Veranlassung von Wohlgemuth auch den EinfluB des Erhitzens auf 
Diastaselésungen in Gegenwart von Aktivatoren untersucht und fest- 
gestellt, daB Salze, welche die Diastase aktivieren, befahigt sind, das 
Ferment gegen Zerstérung durch hohe Temperaturen bis zu einem 
gewissen Grade zu schiitzen. So gelang es, ihm zu zeigen, daB diese 
Schutzwirkung in erster Reihe alle Chloride besitzen, entsprechend 
ihrem hohen Aktivierungsvermégen der tierischen Amylase gegeniiber. 
Auch die Bromide haben nach seinen Untersuchungen schiitzende 
Wirkung, nicht dagegen die Jodide. 

Diese Beobachtung legte die Frage nahe, ob diese engen Beziehungen 
zwischen Aktivierung und Schutz vor Hitzewirkung nur auf die Diastase 
und ihre Aktivatoren beschrinkt sind, oder ob sie auch fiir andere 
Fermente Geltung haben. Als ein hierfiir besonders geeignetes Unter- 
suchungsobjekt erschien uns das Parachymosm, das bekanntlich durch 
Calciumchlorid in seiner Wirkung stark geférdert wird. Wenn der 
obige Satz allgemeine Geltung haben sollte, so muBte sich erweisen 
lassen, daB eine Parachymosinlésung in Gegenwart von CaCl, durch 
hohe Temperaturen schwerer angegriffen wird als ohne den Aktivator. 

Eine gut wirksame Parachymosinlésung stellten wir uns aus Pepsin 
(Witte) her, das aus Schweinemagen gewonnen wird. 1,0 ccm einer 
0,l proz. wiisserigen Lésung war imstande, bei einer Wirkungsdauer 


1) K. Hizume, diese Zeitschr. 146, 52, 1924. 
Biochemische Zeitschrift Band 163. 
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von 2 Stunden bei 20° C und nachfolgendem 15 Minuten langem Aufent- 
halt im Wasserbad von 38°C etwa 350 ccm Milch zur Gerinnung zu 
bringen. Die Versuchsanordnung wurde so gewihlt, daB wir uns zwei 
Doppelportionen von Mischungen herstellten. Nr. 1 und 2 enthielten 
je 2,0cem Fermentlésung -+ 2,0cem 1l0proz. CaCl,-Lésung, Nr. 3 
und 4 enthielten je 2,0ccm Fermentlosung + 2,0cem Aqua dest. 
Nr. | und 3 kamen auf 30 Minuten in ein Wasserbad von 60° C, wahrend 
Nr. 2 und 4 unterdessen bei Zimmertemperatur gehalten wurden. Nach 
Ablauf der Frist wurden die erhitzten Lésungen abgekiihlt und nun 
samtliche vier Portionen auf gleiches Volumen und gleichen CaCl,- 
Gehalt gebracht, indem zu Nr. 1 und 2 je 2,0 com Aqua dest., zu Nr. 3 
und 4 je 2,0cem CaCl,-Lésung zugesetzt wurden. Hiernach wurde in 
allen vier Portionen der Labgehalt in der Weise ermittelt, daB auf eine 
Reihe von Reagenzglisern absteigende Mengen der  betreffenden 
Lésungen in einer Progression von 100 Proz. verteilt und zu jedem 
Glaschen 5,0 ccm ungekochte Milch zugesetzt wurden. Die vier Reihen 
blieben 2 Stunden bei Zimmertemperatur (etwa 20°C) stehen und 
. kamen dann auf 15 Minuten in ein Wasserbad von 38°C. Die Ferment- 
stirke wurde dann in der iiblichen Weise ermittelt. Solcher Versuche 
stellten wir eine ganze Reihe an und hatten stets den nimlichen Effekt. 
Als Beleg teilen wir nur zwei Versuche in Tabelle I mit: 


Tabelle I. 





Versuch | Versuch II 


Fermentmenge 
ir. 2 Nr. 3 Nr. 4 Nr. Ne. 2 


1,0 
05 
0,25 
0,125 
0,062 
0.032 
0.016 


Wir sehen, daB in beiden Versuchen diejenigen Portionen, welche 
ohne CaCl, der Hitzewirkung ausgesetzt waren (Nr. 3), 75 Proz. ihres 
friiheren Fermentbestandes eingebiibt hatten, wahrend die mit CaCl, 
zusammen erhitzten Mischungen (Nr. 1) entweder gar keine Ferment- 
abnahme oder héchstens eine solche von 50 Proz. erkennen lassen. 

Um eine noch starkere Kontrastwirkung zu erzielen, wurden 
mehrere Versuche so angestellt, daB die Erhitzung bei 60° C auf 1 Stunde 
ausgedehnt wurde. Fiir diese Versuche verwandten wir die gleiche 
Fermentlésung wie oben, und auch die Mischungen der vier Portionen 
nahmen wir in der gleichen Weise vor; Nr. 1 und 2 enthielten auBer 
dem Ferment noch CaCl,, Nr. 3 und 4 auBer dem Ferment nur Wasser, 
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Nr. 1 und 3 kamen auf 1 Stunde in ein Wasserbad von 60° GC, Nr. 2 
und 4 blieben bei Zimmertemperatur stehen. Nach AbschluB des 
Erhitzens wurden in der gleichen Weise wie friiher die Volumina und 
der CaCl,-Gehalt in allen vier Portionen ausgeglichen und nun die 
Fermentbestimmung in der iiblichen Weise vorgenommen. Von den 
ausgefiihrten Untersuchungen seien nur zwei in Tabelle IL wieder- 


gegeben : 


Tabelle 11. 





Versuch | Versuch II 


Fermentmenge 
Nr. 1 Nr. 2 Nr. 3 Nr. 4 Nr. 1 Ne. 2 Nr. 3 


10 
05 
0.25 
LL l 25 
0.062 
0.032 
0.016 


Aus Tabelle II ist ersichtlich, daB im Versuch I nach einstiindigem 
Erhitzen bei 60°C ohne CaCl, (Nr. 3) die Fermentmenge auf '/,, des 
urspriinglichen Wertes zuriickgegangen ist, wahrend die in Gegenwart 
von CaCl, erhitzte Portion (Nr. 1) nicht die geringste Schidigung e 
kennen laBt; denn sie zeigt genau die gleiche Labwirkung wie die ent- 


sprechende nicht erhitzte Kontrolle (Nr. 2). In dem Versuch II zeigt 
die wasserige Portion (Nr. 3) nach dem Erhitzen den gleichen Ferment- 
verlust wie in Versuch I, die CaCl,-haltige (Nr. 1) nur eine verhaltnis- 


maBbig geringe Abnahme. 

Damit ist erwiesen, dag ebenso wie fiir die Diastase auch fiir das 
Parachymosin das Gesetz gilt, da der Aktivator eine Schutzwirkung aut 
das Ferment ausiibt gegeniiber der zerstérenden Wirkung der Hitze. 

Es war nun von Interesse, die Schutzwirkung des Calciumchlorids 
weiter zu analysieren, und zwar dahin, ob dieselbe bedingt ist durch 
das Ca-lon oder das Cl-lon, oder ob die festgestellte Wirkung als die 
Resultante beider lonen zu gelten hat. A priori war zu erwarten, dal} 
das Ca-lIon der ausschlaggebende Faktor hierbei ist, denn bekanntlich 
hingt die aktivierende Wirkung des Calciumchlorids beim Lab in erster 
Reihe mit der Gegenwart des Ca-lons zusammen. 

Diese Aufgabe konnte nur gelést werden durch Vergleichsversuche 
mit einem anderen neutralen Salz, von dem bekannt war, dab es ohne 
wesentliche Wirkung auf das Ferment ist, und bei dem das Kation 
bzw. Ion gegen Ca und Cl ohne Schwierigkeit ausgewechselt werden 
konnte. Wir wiahlten hierfiir Magnesiumnitrat, das sich fiir eine solche 
Auswechslung sehr gut eignet. Entsprechend unserem Versuchsplan 
hatten wir nun den EinfluB von Mg(NO,), und MgCl, zu vergleichen 
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mit dem Einflu8 von Ca(NQO,), und CaCl, auf die Schutzwirkung 
gegen Hitze. 

Die Versuchsanordnung war hier die gleiche wie in den friiheren 
Versuchen, d. h. wir stellten uns fiir jedes Salz mit dem Ferment zwe) 
Mischungen her, Nr. 1 und 2; zu Nr. 1 kam auBer 2,0 ccm Ferment 
lésung noch 2,0 cem der entsprechenden Salzlésung, und zwar in eine: 
Konzentration von m/l, zu der als Kontrolle dienenden Nr.2 nw 
2,0 cem Aqua dest. Beide Portionen von jedem Salzversuch wurden 
auf 1 Stunde in ein Wasserbad von 60° C gestellt, nach Ablauf der Frist 
herausgenommen und dann der Salz- und Wassergehalt ausgeglichen 
indem zu Nr. 1 2,0cem Wasser, zu Nr. 2 2,0 ccm der entsprechenden 
Salzlésung, also m/l Mg(NQO,), bzw. m/l MgCl, bzw. m/1 Ca(NQ,), 
bzw. m/1 CaCl, zugesetzt wurde. Hiernach wurde die Fermentmenge 
in simtlichen acht Portionen in der tiblichen Weise ermittelt. Das 
Resultat ist aus Tabelle LI ersichtlich: 


Tabelle 111. 





m1 Mg (NOs). ml MgCl, m/1 Ca(N Os)o m1 CaCl, 
Fermentmenge . _ - 
Nr. 1 Nr. 2 Nr. 1 Nr. 2 Nr. 1 Nr. 2 Nr. 1 Nr. 2 
10 partiell partiell komplett  partiell komplett  partiell komplett partiell 
05 —_ — partiel! — ° —e ” —_ 
0,25 — —_— —_ —_— — —_ a _ 
0,125 —- a — — -- =. js — 
0,062 — wae — a —_ = ome — 


Es hat sich also gezeigt, dab, wie zu erwarten war, Magnesium- 
nitrat ohne jeden EinfluB auf die Hitzewirkung gegeniiber dem Para- 
chymosin ist. Das Ferment ist in Gegenwart von Magnesiumnitrat 
(Nr. 1) durch Hitze in demselben AusmaB zerstért wie in der salzfreien 
Kontrolle (Nr. 2). Demgegeniiber sehen wir in dem Versuch mit Calcium- 
nitrat einen zwar schwachen aber doch deutlichen Schutz und diirfen 
daraus folgern, daB dieser Schutz bedingt ist durch die Gegenwart 
des Ca-Ions. Beim Magnesiumchlorid haben wir gleichfalls eine geringe 
Schutzwirkung, offenbar bedingt durch die Anwesenheit des Cl-Ions. 
Die bei weitem stirkste Schutzwirkung hat sich aber beim Calcium- 
chlorid gezeigt. Wir diirfen hieraus schlieBen, daB in erster Reihe die 
Ca-Ionen es sind, die einen wirksamen Schutz gegen die Zerstérung 
durch Hitze abgeben, daB aber beim Zusammenwirken mit Cl-lonen 
deren Schutzwirkung eine ganz besonders starke ist. 


Wenn unsere Annahme richtig war, daB Aktivierung und Schutz- 
wirkung gegen Hitze zwei Faktoren sind, die in irgend einem kausalen 
Zusammenhang stehen, so muBte sich zeigen, daB Hitzeversuche mit 
Chymosin in Gegenwart von CaCl, einen anderen Verlauf nehmen als 
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mit Parachymosin; denn wir wissen, daB im Gegensatz zum Para- 
chymosin das Chymosin durch CaCl, so gut wie gar nicht in seiner 
Wirkung beeinfluBt wird. Dieses refraktare Verhalten des Chymosins 
gegeniiber dem CaCl, ist eine von den drei charakteristischen Eigen- 
schaften, mit deren Hilfe man echtes Lab von Parachymosin unter- 
scheidet. Die Richtigkeit unserer Voraussetzung war demnach ge- 
sichert, wenn es gelang zu zeigen, dab die Zerstérung von Chymosin 
durch Hitze bei Gegenwart von Calciumchlorid keine Einschrankung 
erfahrt. 

Zu unseren Versuchen benutzten wir ein sehr wirksames Lab- 
praparat aus Kalbermagen, daB uns Herr Friedrich Witte (Rostock) in 
dankenswerter Weise zur Verfiigung gestellt hatte. Wir bereiteten uns 
eine 0,1 proz. wasserige Lésung und iiberzeugten uns zuniachst davon, 
daB die Labwirkung hier durch CaCl, nicht wesentlich verstarkt wird. 
Alsdann fiihrten wir unsere Hitzeversuche in der gleichen Weise wie 
oben durch, indem wir eine bestimmte Fermentmenge in Gegenwart 
von CaCl, und die gleiche Fermentmenge in Gegenwart von Wasser 
erhitzten. Entsprechend der starkeren Resistenz des Chymosins gegen- 
iiber hohen Temperaturen, erhitzten wir in diesen Versuchen die 
Lésungen auf 80°C, und zwar zunichst 30 Minuten, spiter 1 Stunde 
lang. In beiden Fallen ergab sich, daB diejenige Fermentportion, die 
mit CaCl, erhitzt war, keine Spur einer Labwirkung mehr zeigte, wahrend 
die mit Wasser erhitzte Portion, der nachtraglich CaCl, zugesetzt war, 
in einigen Versuchen noch schwache, aber deutliche Labwirkung er- 
kennen lieB, in anderen Versuchen ebenfalls ginzlich vernichtet war. 
Wir haben also in unseren Versuchen niemals eine Schutzwirkung des 
CaCl, auf das Chymosin gegeniiber hohen Temperaturen beobachten 
kénnen; bisweilen hatte es sogar den Anschein, als ob in Gegenwart 
von CaCl, das Chymosin von der Hitze starker angegriffen wird als 
in dessen Abwesenheit. Dieses bemerkenswerte Verhalten des Chymosins 


gegeniiber CaCl, haben wir immer wieder feststellen kénnen, so oft 


wir auch die Versuche wiederholten. 

Unsere Erhitzungsversuche haben wir nun weiter auch auf das 
Pepsin ausgedehnt. Diese Versuche schienen uns deshalb besonders 
interessant, weil einerseits Calciumchlorid in keiner Weise aktivierend 
auf Pepsin wirkt, andererseits wir die gleiche Fermentlésung, die wir 
fiir unsere Parachymosinversuche benutzt haben, auch fiir die Pepsin- 
untersuchung verwenden konnten. Hierbei muBte sich zeigen, ob und 
inwieweit ein Parallelismus zwischen Lab und Pepsin besteht. 

Die Versuchsanordnung war hier die gleiche wie in den anderen 
bisher mitgeteilten Versuchen. Als Fermentlésung diente uns eine 
wesentlich starkere als wir in den ersten Versuchen zwecks Priifung 
des Verhaltens von Parachymosin verwandt hatten, naimlich eine 
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0,3proz. Pepsinlésung (Witte, Rostock). Es wurden zwei Doppel- 
mischungen hergestelit. Nr. 1l und 2 enthielten je 2,0 ccm Ferment- 


lésung + 2,0cem 1l0proz. CaCl,-Lésung, Nr.3 und 4 enthielten je 
2,.0cem Fermentlésung + 2,0cem Aqua dest.: Nr.1 und 3 kamen 


auf | Stunde in ein Wasserbad von 60° C, wihrend zur Kontrolle Nr. 2 
und 4 1 Stunde bei Zimmertemperatur gehalten wurden. Nach Ablauf 
der Frist wurde in sémtlichen vier Portionen der CaCl,- und H,0- 
Gehalt ausgeglichen und nun Pepsin sowohl wie Lab quantitativ be- 
stimmt. Fiir die Pepsinbestimmung bedienten wir uns der bewahrten 
Edestinmethode von Fuld; bei ihr gilt als Vorschrift eine Versuchs- 
dauer von 30 Minuten unter Anwendung von Zimmertemperatur. Da 
wir aber gezwungen waren, mit stark verdiinnten und deshalb ferment- 
armen Lésungen zu arbeiten, mubten wir die Versuchsbedingungen 
dementsprechend wesentlich andern und arbeiteten bei einer Temperatur 
von 38° C und einer Versuchsdauer von 3 Stunden. Die Labbestimmung 
wurde in der gleichen Weise wie oben ausgefiihrt. Von den auf diese 
Weise durchgefiihrten Versuchen teilen wir nur zwei (a und b) mit: 


Tabelle IV. 





Nr. 1 Nr. 2 Nr. 3 Nr. 4 
Fermentmenge 
a b a b a b a b 
Parachymosin. 
1,0 t + 
05 
0.25 \ L J , hot 
0,125 4 i j —_ 
0.062 j ‘ } _ 
0.032 , 4 J as — 
0,016 + — 1 4 — — | 
0,008 — — 1. _— a j Bs 
0,004 — — — _— —_ _— o— —< 
Pepsin. 

1.0 i 4 ss 
0,25 } t — — 
0,125 . — i — — 


0,062 — — —_ — — _— —_ ab 

Aus beiden Versuchen geht zunachst fiir das Parachymosin hervor, 
daB, wie wir es bereits oben gesehen haben, das Ferment in Gegenwart 
von Calciumchlorid (Nr. 1) nur sehr wenig, bei Abwesenheit von CaCl, 
(Nr. 3) sehr stark durch Erhitzen geschadigt wird. Fiir das Pepsin 
ergab sich ganz das gleiche Verhalten: in Gegenwart von CaCl, (Nr. 1) 
wird es vor der Zerstérung durch Hitze geschiitzt, wahrend es beim 
Fehlen von CaCl, (Nr. 3) fast ginzlich oder ganzlich vernichtet wird. 
Der Parallelismus in dem Verhalten der beiden Fermente ist nicht zu 
verkennen. In dem Versuch a, in dem wenig Lab zerstért wird, wird 
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auch wenig Pepsin vernichtet, wihrend in dem Versuch b, in dem 
trotz CaCl, mehr Lab verloren geht, auch der Pepsinverlust ein gréBerer 
ist. DaB die beiden Versuche a und b nicht vollkommen gleichmabig 
, ausgefallen sind, ohbwohl wir uns der gleichen Fermentlésung bedienten, 
diirfte wohl so zu erkliren sein, daB die Fermentlésung beim Stchen 
infolge irgendwelcher Umsetzungen empfindlicher gegen Hitze ge- 
worden ist. ' 
Es hat sich also ergeben, daB, obwohl zwischen dem Pepsin und dem 
Calciumion in bezug auf Aktivierung gar keine Relationen bestehen, dic 
Pepsinwirkung in der mit Calcium erhitzten Portion in der gleichen W eise 
vor der Zerstérung geschiitzt worden ist wie die Labwirkung. Was besagt 
das fiir die bis heute immer noch strittige Frage von den Beziehungen 
zwischen Lab und Pepsin ‘ 
Bekanntlich stehen sich hier drei Anschauungen gegeniiber. Die 
Anhanger der einen (Pawlow und seine Schiiler) glauben, daB Pepsin 
und Lab identisch sind, daB Lab nur eine schwache Pepsinwirkung ist. 
Fiir eine solche Annahme spricht einmal die oft beobachtete Parallelitit 
zwischen Pepsin und Lab, sodann auch das gleichzeitige Vorkommen , 
von peptisch und labend wirkenden Enzymen in der Tier- und Pflanzen- ' 
welt. Die Anhanger der anderen Anschauung von der Differenz zwischen 
Pepsin und Lab (Hammarsten, Hamburger) bestreiten die Existenz ; 
einer solchen Parallelitat. Denn es gelang ihnen durch bestimmte - 
MaBnahmen, einmal das Lab, das andere Mal die Pepsinwirkung stark zu 
schadigen. Einen gleichsam vermittelnden Standpunkt nehmen Nencki 
und Sieber ein. Nach ihrer Ansicht handelt es sich beim Pepsin um 
ein Riesenmolekiil mit zwei Seitenketten, von denen die eine in stark 
saurer Lésung peptische Wirkung, die andere in neutraler Reaktion 
labende Wirkung entfaltet. 

Auf Grund unserer Versuche diirfen wir annehmen, dab zwischen 
Pepsin und Lab aéuBerst nahe Beziehungen bestehen miissen. Denn 
obwohl CaCl, in gar keinem kausalen Zusammenhang zur Pepsin- ; 
wirkung steht, sondern nur die Labwirkung aktiviert, hat beim Er- 
hitzen seine Schutzwirkung sich in gleichem Mabe auf das Pepsin wie 
auf das Lab erstreckt. Hierfiir kann es nur die eine Erklarung geben, 
da®B Lab und Pepsin zwei Fermente sind, die zum mindesten in ihrem 
Kern etwas Gemeinschaftliches haben miissen, das durch die Gegenwart 
von Calcium vor der Hitzezerstérung geschiitzt wird. Wenn wir auch 
nicht so weit gehen wollen, hieraus auf eine véllige Identitaét beider 
Fermente zu schlieBen, so méchten wir doch glauben, daB die Zu- 
sammenhinge zwischen ihnen mindestens so enge sind, wie man sie 
sich nach der Theorie von Nencki und Sieber vorzustellen hat. 
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Die Fermente der Haut. III. 


Von 


J. Wohlgemuth. 


Vergleichende Untersuchungen iiber den Fermentgehalt frischer 
Haut von Mensch und Tier und iiber den Einflu6 verschiedener 
Lichtarten auf die Haut. 


Von 


N. Sugihara. 


(Aus der chemischen Abteilung des Rudolf Virchow-Krankenhauses zu 
Berlin.) 


(Eingegangen am 29. Juli 1925.) 


Wohlgemuth und Yamasaki') haben festgestellt, daB die Haut des 
Menschen sehr reich an Fermenten ist, viel reicher als man a priori 
annehmen durfte. Sie fanden in ihr verhaéltnismaBig groBe Mengen 
an Diastase, an Lipase und Katalase und ferner eine gut wirksame 
Phenolase, die indes nur zweifach hydroxylierte Benzolderivate wie 
Adrenalin, Brenzcatechin und Dioxyphenylalanin zu oxydieren vermag, 
nicht dagegen Tyrosin. Von Proteasen konnte nur eine solche fest- 
gestellt werden, die imstande war, das eigene EiweifB der Haut abzu- 
bauen, also ein autolytisches Ferment, nicht dagegen fremdartiges 
EiweiB, selbst wenn es noch so leicht angreifbar war wie die Fibrin- 
flocke. Dafiir gelang aber der Nachweis eines gut wirksamen pepto- 
lytischen Ferments. In Fortfiihrung dieser Untersuchungen haben dann 
Wohlgemuth und Klopstock?) eine schwache gelatineverfliissigende Kraft 
der Haut beobachtet und ein gut wirksames nucleinséurespaltendes 
Ferment, das besonders stark angetroffen wurde in der Haut von Siug- 
lingen. Beziiglich der Verteilung der iibrigen Fermente in den einzelnen 
Hautpartien ergab sich, daB die Lipase und die Phenolase am starksten ver- 
treten waren in der Haut der Genitalgegend, wahrend sich fiir die Dia- 
stase keine Unterschiede in den einzelnen Hautpartien erkennen lieBen. 


1) Wohlgemuth und Yamasaki, Klin. Wochenschr. 1924, Nr. 25; diese 
Zeitschr. 147, 203, 1924. 
2) Wohlgemuth und Klopstock, diese Zeitschr. 158, 487, 1924. 
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Alle diese Untersuchungen waren angestellt an der Haut von 
menschlichen Leichen, die meist 48 Stunden nach Eintritt des Todes 
zur Sektion gekommen waren. Man konnte nun annehmen, daB bald 
nach dem Tode der Fermentbestand der menschlichen Haut ein wesent- 
lich anderer sein wiirde als wahrend des Lebens. Es lag darum nahe, 
ehe man die Untersuchungen an der Haut von Leichenmaterial fort- 
setzte, einmal Haut von lebenden Menschen auf ihren Fermentgehalt 
zu priifen. In zwei Fallen bot sich uns Gelegenheit dazu, und zwar 
handelte es sich beide Male um die Haut vom Unterschenkel zweier 
Manner (20 und 40 Jahre), denen der Unterschenkel wegen plétzlich 
eingetretener Gangrian abgesetzt werden mubte. Herrn Prof. Dr. Unger 
sind wir fiir die Uberlassung des Materials zu besonderem Dank ver- 
pflichtet. Natiirlich verwandten wir fiir unsere Untersuchungen nur 
normale Hautpartien und verarbeiteten sie in der gleichen Weise, 
wie es in den vorangehenden Arbeiten geschildert wurde. Die ab- 
praparierte Haut wurde zundchst von allem anhaftenden Fette sorg- 
faltig befreit, dann mittels einer Schere in médglichst kleine Teile 
zerlegt und mit Hilfe von Glassplittern unter allmahlichem Zusatz von 
| proz. Kochsalzlésung im Verhaltnis 1 : 2 in der Reibeschale griindlichst 
verrieben. Der so entstehende Brei blieb bis zum nachsten Tage im 
Eisschrank, wurde dann stark zentrifugiert und das tiberstehende Extrakt 
fiir die Fermentuntersuchung verwandt. Wir beschrankten uns auf die 
Untersuchung nur solcher Fermente, fiir die ausreichend quantitative 
Methoden vorlagen, also auf Diastase, Phenolase, Gelatinase und Lipase. 
Beziiglich der Einzelheiten der Methodik sei auf die beiden ersten 
Mitteilungen verwiesen. Bei der Lipase priiften wir gleichzeitig das 
Verhalten gegeniiber Chinin und Atoxyl; denn es war immerhin mdéglich, 
daB bei der lebenden Haut die Verhaltnisse andere waren als bei dem 
toten Material. Von der Bestimmung der Katalase nahmen wir deshalb 
Abstand, da die Beimengung schon minimaler Spuren Blut, die bei 
der lebenden Haut nicht auszuschalten waren, das Resultat stark 
beeinflussen muBte. Das Resultat unserer Untersuchungen ist aus 
Tabelle I ersichtlich: 


Tabelle I. 





Diastase Phenolase Gelatinase 


Extraktmenge 
II I i I Il 

1,0 

05 

0,25 

0,125 

0,062 

0.032 

0.016 
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Lipase 

I ll 
a b e a b c*) 
Sofort. . . 144 144 145 138 138 142 
Nach 15’. . 133 37 140 127 130 138 
— oe 27 131 135 115 124 128 
I ac 118 125 127 109 117 118 
Differenz . 26 19 18 29 21 24 


*) a ohne Zusatz; b + 10mg Atoxyl; ¢ + 10mg Chinin 


Wenn wir diese Ergebnisse vergleichen mit den fritheren an mensch- 
licher Leichenhaut gewonnenen, so sehen wir gar keinen Unterschied. 
Fiir die Diastase schwankt der Wert der Leichenhaut wie hier zwischen 
dys 16 und 32, fiir die Phenolase betragt er in fast allen Fallen 4. 
fiir die Gelatinase in der Mehrzahl der Faille 2, und fiir Lipase ergab 
sich als Durchschnittswert von 14 Bestimmungen eine Tropfendifferenz 
von 26, mit Chinin eine solche von 16. Wir diirfen also daraus schlieBen, 
daB die lebende menschliche Haut nicht reicher an Fermenten ist als 
die Leichenhaut, und dab alle bisher am Leichenmaterial erhobenen 
Befunde auch Geltung haben fiir die lebende Haut. 

Nachdem so ein sicherer MaBstab fiir den Fermentgehalt der 
menschlichen Haut gewonnen war, schien es von Interesse, die Haut 
verschiedener Tierklassen untereinander und mit der menschlichen 
Haut zu vergleichen. Zur Untersuchung kamen Rind, Schwein, Ziege. 
Schaf, Hund, Kaninchen, Katze, Meerschweinchen, Ratte, Huhn, 
Fisch, Frosch. 

Die Haut aller dieser Tiere kam in lebensfrischem Zustande zur 
Untersuchung und wurde in genau der gleichen Weise verarbeitet wie 
die menschliche Haut. Sie wurde zunachst von allem anhaftenden Fett 
befreit, zerkleinert, mit Glassplittern unter Zusatz von | proz. Kochsalz- 
lésung im Verhaltnis | : 2 griindlichst verrieben, am nachsten Tage das 
Extrakt durch scharfes Zentrifugieren von der Haut getrennt und auf 
seinen Gehalt an Diastase, Phenolase, Gelatinase und Lipase untersucht. 
Durch die strikte Innehaltung der Bedingungen bei der Herstellung 
der Extrakte war immer eine vollkommene Gleichmabigkeit gewahr- 
leistet. Sie kam schon dadurch zum Ausdruck, daB in allen F4llen, bis auf 
Fisch und Frosch, deren Haut sehr wasserreich ist, die durch Zentrifu- 
gieren gewonnene Extraktmenge fast genau dem Gewicht der an- 
gewandten Hautmenge entsprach. Also wenn z. B. 20g Haut mit 
40 ccm 1 proz. Kochsalzlésung in der beschriebenen Weise extrahieri 
und nachher das Extrakt abzentrifugiert wurde, erhielten wir stets 
etwa 20 cem Extrakt. Von jeder Spezies wurden drei Tiere untersucht. 
Bei der Ratte kamen stets zwei Tiere zugleich zur Untersuchung, da 
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die Haut von einem Tiere zu wenig Extrakt geliefert hatte. Beim Frosch 
muBte die Haut von vier. manchmal auch von fiinf Tieren zusammen zum 
Extrakt verarbeitet werden. Am SchluB der Arbeit teilen wir die Proto- 
kolle in Tabellenform mit. Hier geben wir zur Ubersicht der gewonnenen 
Resultate die Minimal- und Maximalwerte in Tabelle Il wieder; 
nur fiir die Lipase sind die Durchschnittswerte aufgefiihrt 


Tabelle J 1. 





Diastase Phenvlase Gelatinase Lipase 


Spezies d = phen 38° 24h Tropfendifferenz 


Min Max Min. Max Min Max a°) b*) c*) 


l 27 20 2! 
0 8 1] 
0 25 18 14 
l : 3 17 28 
34 31 
23 24 
22 27 

20 
23 18 
2) 


18 


a 32 64 
es «+ ere 128 256 
Schwein. .... 512 512 
0 — ae 2-6 256 
ee te oe 32 64 
a 128 256 
Kaninchen. ... 256 512 
SR atgaltaaring ete 256 512 
Meerschweinchen. 1024 2048 
Ratte..... -)| 46; 81% 
OSE 128 256 
hytisgeipe yr 256 256 16 
ge a 512 2048 128 


*) a ohne Zusatz; b + 10mg Atoxyl; c + 10 mg Chinin 
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Was zunachst die Diastase anbetrifft, so sehen wir, daB bis auf 
das Schaf simtliche untersuchten Tiere mehr Diastase in ihrer Haut 
enthalten als der Mensch. Am héchsten sind die Werte bei Meer- 
schweinchen, Frosch und Ratte. Die der Ratte iibertreffen die der 
menschlichen Haut um das 64- bis 128fache. Bei den Werten fiir die 
Froschhaut ist noch zu beriicksichtigen, dab sie sehr wasserreich ist, 
daB die Werte also in Wirklichkeit noch viel héher liegen als hier an- 
gegeben ist. 

Auch beziiglich der Phenolase begegnen wir bei Ratte und Frosch 
den héchsten Werten, dann folgen Schwein, Kaninchen und Meer- 
schweinchen. Die niedrigsten Werte sind auBer in der menschlichen 
Haut anzutreffen beim Rind, Schaf, Ziege, Hund. 

Die Gelatinase, welche in der menschlichen Haut nur in ganz 
geringer Menge anzutreffen ist, ja bisweilen ganzlich fehlt, konnte 
niemals nachgewiesen werden beim Frosch, Schwein, Meerschweinchen, 
nur ab und zu beim Rind und Schaf: am kraftigsten war sie bei der 
Katze vorhanden. 

Bei der Lipase zeigten sich dagegen, wenn wir von der Haut des 
Fisches absehen, die sehr arm hieran ist vielleicht spielt hierbei der 
Wasserreichtum der Haut und der damit verbundene mangelhafte 
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Ubertritt des Ferments in das Extrakt eine Rolle —, keine wesent- 
lichen Unterschiede. Auch beziiglich des Verhaltens zu Chinin und 
Atoxyl ergab sich in allen Fallen keine Differenz gegeniiber der mensch- 
lichen Haut. Nur die Lipase der Rindshaut zeigt in zwei Fallen eine 
deutliche Atoxyl- und in einem -Falle eine ausgesprochene Chinin- 
empfindlichkeit. 

Hier méchten wir noch eine kurze Bemerkung einflechten iiber die 
Serumlipase. Bekanntlich hat Rona mit seinen Mitarbeitern festge- 
stellt, daB die Lipase des menschlichen Serums sowohl chinin- wie atoxyl- 
empfindlich ist. Das trifft auch fiir das Serum vieler Tiere zu, aber nicht 
aller. Eine Ausnahme hiervon macht z. B. die Lipase des Katzen- 
serums, die nur atoxylempfindlich ist, nicht aber chininempfindlich, 
und die Lipase des Meerschweinchen- und Hiihnerserums, die beide 
sowohl gegen Chinin wie gegen Atoxyl gianzlich unempfindlich sind. 

Der iiberraschende Befund, daB die Haut einzelner Tiere so enorme 
Fermentmengen aufzuweisen hat, andere wieder verhaltnismaBig arm 
an Fermenten sind, legte den Gedanken nahe, daB die Ursache hierfiir 
vielleicht zu suchen sei in der Zusammensetzung des Blutes. Denn es 
war immerhin denkbar, daB der Fermentgehalt der Haut abhangig ist 
von dem Fermentgehalt des Blutes. In einzelnen Fallen — nicht allen — 
haben wir das Blut von Tieren auf seinen Fermentgehalt untersucht 
und festgestellt, daB z. B. das Blut von Katze, Meerschweinchen und 
Fisch die gleichen Mengen an Diastase (a3. = 8192) enthalten und 
trotzdem die Diastasemengen in der Haut sehr stark differieren; bei 
der Katze betriagt der Maximalwert d3. = 512, beim Meerschweinchen 
ay. = 2048 und beim Fisch as. = 256. Ahnliches hat sich auch fiir 
die Lipase ergeben. So fanden wir, da das Meeschweinchenserum 
nur eine schwache Lipase besitzt — Durchschnittswert 21 Tropfen —, 
die Haut dagegen wesentlich wirksamer ist (33 Tropfen); umgekehrt 
enthalt das Hiihnerserum eine gut wirksame Lipase (31 Tropfen), die 
Haut dagegen eine schwache Lipase (22 Tropfen). Hiernach méchten 
wir glauben, dab der Fermentgehalt des Blutes nur bis zu einem gewissen 
trade den der Haut beeinfluBt; es besteht aber keineswegs ein 
Parallelismus zwischen beiden, wie besonders aus den Diastasewerten 


hervorgeht. 


EinfluB verschiedener Strahlen auf den Fermentgehalt der Haut. 

DaB die menschliche Haut durch Sonnenstrahlen eine Anderung 
ihres Aussehens erfahrt, ist eine langst bekannte Tatsache und ebenso, 
daB hierbei das wirksame Agens in erster Reihe die ultravioletten 
Strahlen sind. Auch nach Bestrahlung mit Héhensonne nimmt die 
menschliche Haut bisweilen ein bréunliches Aussehen an, das um so 
intensiver ist, je starker die Bestrahlung war. Diese Anderungen in 
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der Pigmentierung kénnen, da sie gegen die Umgebung scharf abgegrenzt 
sind, nicht durch das Blut bedingt sein, sondern miissen an Ort und 
Stelle ihre Entstehung haben. Es war darum von Interesse festzustellen, 
wodurch diese Vorginge in der Haut bedingt sind, ob hier eventuell 
Anderungen in dem Fermentgehalt eine Rolle spielen. Da derartige 
Untersuchungen aus begreiflichen Griinden an menschlicher Haut 
nicht durchzufiihren waren, verwandten wir Meerschweinchen zu 
diesen Versuchen. Dazu war es notwendig, daB wir zuniachst die dichte 
Behaarung der Tiere beseitigten. Wir begniigten uns in allen Fallen 
damit, nur den Riicken der Tiere zu rasieren, da die Bestrahlung dieser 
Hautpartie am einfachsten durchzufiihren war. 

Die Bestrahlung fiihrten wir auBer mit Sonnenstrahlen noch durch 
mit der an ultravioletten Strahlen reichen Héhensonne, mit der jetzt in 
der Praxis vielfach verwandten Ultrasonne (System Landeker-Steinberg), 
die nur wenig ultraviolette Strahlen enthalt, und mit Réntgenstrahlen. 

Zuvor stellten wir an vier Meerschweinchen die Normalwerte fiir 
den Fermentgehalt der Haut fest. Es wurden hier und auch zu den 
Bestrahlungsversuchen stets Tiere von fast gleichem Gewicht verwandt. 
Unmittelbar nach dem Entbluten wurde der Riicken der Tiere rasiert, 
die Haut von der diinnen, ziemlich fest anhaftenden Muskelschicht 
sorgfaltig befreit, danach zerkleinert und in der iiblichen Weise mit 
der doppelten Menge 1 proz. Kochsalzlésung gut verrieben. In dem 
Extrakt wurde nur Diastase, Phenolase und Lipase quantitativ be- 
stimmt und gleichzeitig das Verhalten der Lipase gegeniiber Atoxy! 
und Chinin gepriift. Das Resultat sei in Tabelle III mitgeteilt: 


Tabelle I11. 





Diastase Phenolase Lipase 


Versuchstier 38° Troptendifferenz 


38 
d phen 
24h 24h ~n  ae T 


l 1024 32 33 — _— 
2 2048 s 32 24 18 
3 1024 32 34 20 18 
4 1024 16 35 — — 


*) a ohne Zusatz; b + 10mg Atoxyl; c + 10mg Chinin 


Hiernach setzten wir fiinf Meerschweinchen, deren Riickenhaut 
zuvor rasiert war, 6 bzw. 7 bzw. 8 Tage hintereinander einer intensiven 
Sonnenbestrahlung aus, indem wir die Tiere meistens von 10 Uhr vor- 
mittags bis 3 Uhr nachmittags im Kafig in der Sonne hielten, wobei 
sie sich frei bewegen konnten. Tier 1 bis 3 wurden 6 Tage, Tier 4 7 Tage, 
Tier 5 8 Tage hintereinander so belichtet und dann die Riickenhaut 
auf ihren Fermentgehalt untersucht. Das Resultat ergibt sich aus der 
Tabelle IV: 
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Tabelle 1V. 





Diastase Phenolase Lipase 
Versuchstier i 38 hen 20° Troptendifferenz 
4 54h phen 44), 

> - a*) b*) c*) 
I 512 128 22 — 
2 1024 64 20 ome 
3 512 64 25 — — 
1 512 128 23 22 22 
5 512 128 25 24 23 


*) a ohne Zusatz; b + 10mg Atoxyl; ¢ + 10mg Chinin. 


Verglichen mit den Werten fiir die Normaltiere ergibt sich als 
besonders auffallendes Resultat eine ganz betrachtliche Zunahme der 
Phenolase um das Zwei- bis Vierfache. Umgekehrt sehen wir beziiglich 
der Diastase einen Riickgang der Werte auf mindestens die Halfte der 
Normalwerte bei vier Tieren, waihrend ein Tier keine Veranderung in 
seinem Diastasegehalt zeigt. Es ist aber auch hier ein Riickgang nicht 
ganz ausgeschlossen, wenn man annimmt, daB der urspriingliche Wert dem 
héchsten Normalwert entsprochen hat. Fiir die Lipase ergibt sich gleich - 
falls eine deutliche Abnahme. Wahrend der Durchschnittswert beim 
normalen Tiere 33 Tropfen betragt, ist hier der Wert nur 23, also eine Ab- 
nahme um durchschnittlich 10 Tropfen. Auch fiir das Verhalten gegen 
Atoxyl und Chinin ergibt sich insofern ein Unterschied, als hier eine Beein - 
flussung tiberhaupt nicht in die Erscheinung tritt, wahrend bei der nor 
malen Haut sich deutlich Anzeichen einer Hemmung erkennen lassen. 

Der EinfluB der Héhensonne wurde an drei Tieren studiert. Die 
Bestrahlung wurde mit freundlicher Unterstiitzung des Direktors des 
Instituts fiir Licht- und Hydrotherapie im Virchow-Krankenhaus, Herrn 
Dr. Laqueur, dem wir auch hier unseren besten Dank aussprechen, in der 
Weise ausgefiihrt, daB die in einem kleinen Drahtkorb sitzenden Tiere mit 
ihrer rasierten Hautpartie etwa 15 cm von der Lichtquelle entfernt und 
beim ersten Male 20 Minuten, spater 30 Minuten der Bestrahlung aus- 
gesetzt waren. In dieser Weise wurde das erste Tier dreimal, die beiden 
anderen sechsmal bestrahlt. Das erste Tier wurde 3 Stunden nach 
der dritten Bestrahlung, das zweite Tier unmittelbar nach der sechsten 
Bestrahlung und das dritte Tier einen Tag spater entblutet und die 
Haut in der entsprechenden Weise verarbeitet. Es ergab sich dabei 
folgendes Resultat (Tabelle V): 

Tabelle V. 





Diastase Phenolase Lipase 
Versuchstier , 38° phen 38° Troptendifferenz 
@ +4 , ? 
- at a*) b*) c*) 
l 512 32 24 24 21 
2 512 64 30 28 27 
3 512 32 28 22 24 


*) a ohne Zusatz; b + 10mg Atoxyl: c + 10mg Chinin. 








Fermente der Haut. III. 267 


Bei samtlichen drei Tieren ist eine deutliche Abnahme der Diastase 
zu verzeichnen. Die Phenolase ist bei dem Tier 2 doppelt so stark wie 
der Maximalwert der Normaltiere: bei den anderen beiden Tieren 
erreicht sie nur die Héchstgrenze der Normalwerte. Wahrscheinlich 
liegt das daran, da} in dem ersten Falle die Bestrahlung zu kurz war, 
und daB beim dritten Tiere, welches erst 24 Stunden nach der letzten 
Bestrahlung untersucht wurde, die Wirkung der Héhensonne bereits 
abgeklungen war. Beziiglich der Lipase ist nur im ersten Falle ein 
deutliche Abnahme festzustellen, wahrend sie in den beiden anderen 
Fallen nur ganz schwach angedeutet ist. Dagegen ist eine Beeinflussung 
durch Chinin und Atoxyl im Gegensatz zu den Normalbefunden iiber- 
haupt nicht zu erkennen. 

Alsdann untersuchten wir noch die Wirkung der Ultrasonne (System 
Landeker-Steinberg) auf den Fermentgehalt der Haut. Fiir diese Ver- 


suche wurden gleichfalls drei Meerschweinchen verwandt. Die Be- 


strahlung dauerte 20 Minuten bei einem Abstand von etwa 25 cm des 
Tieres von der Lichtquelle. Das eine Tier wurde 3 Tage hintereinander 
bestrahlt und 1 Stunde nach der letzten Bestrahlung getétet, die beiden 
anderen Tiere wurden sechsmal bestrahlt und unmittelbar nach der 
letzten Bestrahlung entblutet. Der Effekt der Bestrahlung war folgender 
(Tabelle V1): 

Tabelle VI. 





Diastase Phenolase Lipase 


Versuchstier a 3B on 38 lroptendifferenz 
* 24h pne® 24h 5 


a b*) «*) 


1024 32 29 25 26 
; 256 128 30 28 29 
; 512 64 28 27 26 


*) a ohne Zusatz; b + 10mg Atoxyl; c + 10 mg Chinin. 


Wenn wir zunachst die beiden Tiere betrachten, die 6 Tage hinter- 
einander bestrahlt wurden, so sehen wir eine starke Abnahme der 
Diastase; bei Tier 2 ist sie so betrachtlich, wie wir sie in keiner der 
anderen Versuchsreihen beobachtet haben; sie geht auf ein Viertel des 
kleinsten Normalwerts zuriick. Fiir die Phenolase ergibt sich eine ganz be- 
trachtliche Zunahme, wie wir sie sonst nur beim Sonnenlicht beobachtet 


haben. Die Lipasewerte dagegen zeigen keine sehr starke Beeinflussung, 
nur daB hier die Beeintrachtigung durch Chinin und Atoxyl ganzlich 
fortfallt. Im Gegensatz dazu sind beim Tier 1 die Werte fiir Diastase 


und Phenolase gegeniiber der Norm unverandert, nur die Lipase scheint 
etwas verringert zu sein. Offenbar geniigte in diesem Falle die drei- 
malige Bestrahlung nicht, um cine nachhaltige Wirkung zu erzielen 

SchlieBlich studierten wir noch an drei Tieren den EinfluB der 
Réntgenstrahlen auf den Fermentgehalt der Haut. Die vorher am 
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Riicken rasierten Tiere wurden mit einer doppelten Hauterythemdosis 
einmal bestrahlt. Fiir die freundliche Unterstiitzung bei diesen Ver- 
suchen sagen wir Herrn Prof. Levy-Dorn unseren besten Dank. Hiernach 
wurde das eine der bestrahlten Tiere nach 4 Tagen, das zweite nach 
6 Tagen, das dritte nach 7 Tagen entblutet und die Haut in der tiblichen 
Weise verarbeitet und untersucht. Das Resultat ist aus Tabelle VII 
ersichtlich : 
Tabelle VII. 





Diastase Phenolase Lipase 
Versuchstier d = phen = Troptendifferenz 
" es a b c*) 
l 1024 4 30 25 25 
2 512 4 30 25 27 
3 1024 8 29 28 29 


*) a ohne Zusatz; b + 10mg Atoxyl; c + 10mg Chinin. 


Hiernach ist der EinfluB der Réntgenstrahlen in bezug auf die 
Phenolase ein der Wirkung der anderen untersuchten Strahlenarten ent- 
gegengesetzter. Denn wir sehen in zwei Fallen eine deutliche Abnahme, 
beim dritten Tiere entspricht der Wert dem Minimalwert der Normal- 
tiere. Fiir die Diastase ergibt sich im Fall 2 eine deutliche Herab- 
setzung, wahrend die anderen beiden Tiere normale Werte aufweisen. 
Fiir die Lipase l4Bt sich kein wesentliches Abweichen von der Norm 
erkennen, nur daB die Hemmung durch Atoxyl und Chinin hier weniger 
deutlich ausgesprochen ist'). 

Neben der Haut untersuchten wir gleichzeitig auch das Blut der 
bestrahlten Tiere, um festzustellen, ob die verschiedenen Bestrahlungen 
irgend einen Einflu8B auf den Fermentgehalt des Blutes hitten. Denn 
es war nicht undenkbar, da8 gleichzeitig mit der Anderung in dem 
Fermentbestand der Haut sich auch solche im Blute bemerkbar machen. 
Hier beschrankten wir uns auf die quantitative Bestimmung der Diastase 
und der Lipase. Bei keinem einzigen bestrahlten Tiere konnten wir 
aber ein Abweichen der Fermentwerte von denen der Normaltiere 
konstatieren. Es hat sich also im Gegensatz zu der Haut keine Ver- 
ainderung im Fermentgehalt des Serums nach allen Bestrahlungen 
feststellen lassen. Auf die Mitteilung der Protokolle sei deshalb ver- 
zichtet. 


1) Nach Abschlu8 unserer Versuche werden wir aufmerksam auf eine 
Arbeit von Lutz (Arch. f. Dermatologie und Syph. 124, 233, 1917), der auf 
histologischem Wege mit Hilfe der Blochschen Dopareaktion den Einflub 
von verschiedenen Strahlenarten auf die Pigmentbildung in der Haut 
studierte. Auch er fand eine Aktivierung der Dopaoxydase, die abhingig 
ist von der Quantitét und Qualitaét der Strahlen. 
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Wenn wir noch einmal die Resultate unserer Bestrahlungsversuche 
iiberblicken, so hat sich gezeigt, lab ebenso wie die Bestrahlung mit 
dem natiirlichen Sonnenlicht auch die Héhensonne und die Ultra- 
sonne in der bestrahlten Hautpartie eine ganz betracht!iche Vermehrung 
der Phenolase hervorrufen, und daB der Effekt abhangig ist von der 
Dauer der Bestrahlung. Es hat sich ferner gezeigt, daB die Wirkung 
der Bestrahlung in bezug auf die Phenolase — besonders fiir die Héhen- 
sonne verhaltnismaBig nur kurze Zeit anhalt, und daB sie nach 
Unterbrechung des Lichtreizes sehr bald wieder abklingt. Die Diastase 
dagegen zeigt eine weit gréBere Konstanz. In allen drei Bestrahlungs- 
serien haben wir eine deutliche Abnahme der Diastase beobachtet. 
Diese bleibt auch bestehen, wenn die Phenolase bereits wieder auf 
ihren Normalwert gesunken ist. Sehr ahnlich verhalt sich die Lipase ; 
sie nimmt gleichfalls bei allen Bestrahlungen ab, wenn auch nicht in 
dem Mabe wie die Diastase, und zeigt auch die Tendenz, auf dem 
niedrigen Niveau zu bleiben. Ganz anders stellt sich die Wirkung der 
Roéntgenstrahlen dar. Unter ihrem Einflu8 nimmt die Phenolase stark 
ab, wiahrend die Diastase und die Lipase entweder gar keine oder nur 
eine ganz schwache Tendenz zur Abnahme zeigen. 


Zusammenfassung. 


1. Der Fermentgehalt der menschlichen Haut, gemessen an der 
Diastase, Phenolase, Gelatinase und Lipase, ist in lebensfrischem Zustand. 
der gleiche wie der von Leichen, die 2 bzw. 3 Tage post exitum zur Unter- 
suchung kamen. 

2. Die tierische Haut ist viel fermentreicher als die menschliche; das 
gilt ganz besonders fiir die Diastase: 

3. Es besteht kein Parallelismus zwischen dem Fermentgehalt der 
Haut und dem des Blutes. 

4. Die Bestrahlung von Meerschweinchen mit natiirlichem Sonnen- 
licht, mit kiinstlicher Héhensonne und mit der Ultrasonne (System 
Landeker-Steinberg) fiihrt bei geniigend langer Bestrahlung zu einer 
betrdchtlichen Vermehrung der Phenolase und zu einer erheblichen Ab- 
nahme der Diastase, zu einer schwachen Verringerung der Lipase. 

5. Die Bestrahlung mit Réntgenstrahlen bewirkt eine Abnahme 
der Phenolase, wihrend die Diastase und Lipase sich nicht wesentlich 
dindern. 


6. Bei keinem Tiere war nach den Bestrahlungen eine Anderung 


in dem Fermentgehalt des Blutes zu konstatieren. 


Die Arbeit ist zum Teil aus Mitteln bestritten, die wir der Hojimi- 
Hoshi-Stiftung verdanken. 
Biochemische Zeitschrift Band 163 18 
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Uber experimentelle Erzeugung 
von chronischer Sympathicotonie beim Kaninchen’). 


Von 
T. Seo (Japan). 


(Aus der chemischen Abteilung des Rudolf Virchow-Krankenhauses zu 
Berlin.) 


(Eingegangen am 29. Juli 1925.) 
Mit 11 Abbildungen im Text. 


Wohlgemuth und Mochizuki*) haben gezeigt, dab, wenn man 
einem Kaninchen den Pankreasgang unterbindet und durchschneidet, 
der Blutzucker ansteigt, sich einige Tage auf dem erhéhten Niveau 
halt, dann aber allmahlich wieder absinkt, ohne jedoch ganz zum 
Ausgangspunkt wieder zuriickzukehren. Nach einiger Zeit setzt von 
neuem ganz spontan eine Aufwartsbewegung des Blutzuckerspiegels 
ein, und nun steigt der Blutzucker immer héher, ohne daB sich Zucker 
im Harn zeigt. Daneben machen sich Stérungen in der Zuckertoleranz 
bemerkbar. Wahrend die Tiere vor der Unterbindung eine verhaltnis- 
maBig groBe Menge Traubenzucker glatt verbrannten, wird nunmehr 
von demselben Quantum Glucose ein Teil durch den Harn wieder 
ausgeschieden, und auBerdem steigt, wenn man diesen Tieren Trauben- 
zucker per os verabfolgt, der Blutzucker viel héher an und sinkt viel 
langsamer ab als im normalen Zustande. Diese Tiere zeigen ferner 
eine leichte Ansprechbarkeit ihrer Pupille auf Adrenalin; wahrend ein 
normales Tier auf Adrenalineintraufelung ins Auge nicht reagiert, fallt 
nach der Unterbindung des Pankreasganges, wenn die Operation lange 
genug zuriickliegt, die Loewische Reaktion positiv aus. Subkutan 
verabfolgt, bewirkt Adrenalin bei den so operierten Tieren einen viel 


1) Siehe auch Wohlgemuth und Seo, Klin. Wochenschr. 1925, Nr. 30. 
*) Wohlgemuth und Mochizuki, ebendaselbst 1924, Nr. 29, 8. 1320: 
diese Zeitschr. 150, 123, 1924. 
Ig* 
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stirkeren Anstieg des Blutzuckers und einen viel langsameren Abfall 
desselben als die gleiche Dosis beim normalen Tiere. Und endlich 
konnte gezeigt werden, daB Pilocarpin, das beim normalen Kaninchen 
eine deutliche Blutzuckersteigerung hervorruft, bei den operierten 
Tieren ohne jede Wirkung bleibt. Alle diese Befunde waren nur so zu 
erklaren, daB die Ausschaltung der auberen Sekretion des Pankreas 
beim Kaninchen einen Zustand hervorruft, den man aufzufassen hat 
als einen sympathicotonischen. 

Es galt nun, diesen interessanten Befund durch weitere experimen. 
telle Tatsachen zu stiitzen. 

Ich habe deshalb auf Veranlassung und mit Unterstiitzung von 
Herrn Prof. Wohlgemuth zunichst die Wirkung noch anderer para- 
sympathischer Gifte an Kaninchen nach Gangunterbindung studiert, 
desgleichen das Verhalten der Tiere gegen Calciumchlorid, dann das 
Blut der Tiere auf seinen Adrenalingehalt untersucht, das Serum auf 
etwaige Schwankungen in seinem Elektrolytbestande gepriift und 
endlich die Verteilung des Zuckers im Blute und in den Geweben 
kontrolliert. 


I. 

Von parasympathischen Giften wurden untersucht Cholin, Acetyl- 
cholin und Physostigmin. 

Was zunachst das Cholin anbetrifft, so verwandten wir fiir unsere 
Versuche das salzsaure Salz. Fiir dieses Gift hatten Bornstein und 
Vogel') gezeigt, daB es ebenso wie Pilocarpin nach subkutaner Injektion 
beim normalen Kaninchen eine Erhéhung des Blutzuckers bedingt. 

Die Versuche wurden so ausgefiihrt, daB die Tiere zunachst in 
normalem Zustande niichtern auf ihren Blutzuckergehalt gepriift und dann 
0,1 g Cholin. hydrochl. pro Kilogramm Kérpergewicht, in Wasser gelést. 
subkutan erhielten. Hiernach wurde zuerst in Intervallen von 15 Minuten 
spater in solchen von 30 Minuten der Blutzuckergehalt kontrolliert. 
Dieser Versuch wurde mehrmals wiederholt. An einem der nachsten 
Tage wurde dann in leichter Athernarkose der Pankreasgang unter- 
bunden und durchschnitten, was meist fast ohne jeden Blutverlust vor 
sich ging, und dann ein paar Tage spiater die Cholininjektion wieder- 
holt. SchlieBlich wurde nach einer lingeren Pause von mindestens 
4 Wochen noch einmal die Wirkung des Cholins gepriift. Die Versuche 
wurden an mehreren Tieren ausgefiihrt; ich begniige mich mit der 
Mitteilung von nur zwei Versuchen. Der Blutzucker wurde in allen 
Versuchen nach Bang bestimmt: die mitgeteilten Zahlen sind Mittel- 
werte aus zwei gut iibereinstimmenden Analysen. 


1) Bornstein und Vogel, diese Zeitschr. 118, 1, 1921. 
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Versuch 1. 


Kaninchen, 2, 2170 g, Blutziicker niichtern 0,106 Proz. Das normale 
Tier erhalt subkutan 0,25 g Cholin. hydrochl., gelést in 5 cem physiologischer 
NaCl-Lésung. Blutzucker nach 


Stunde. ... . . 0,144 Proz. Stunden. . . . . 0,122 Proz. 
0,148 


2 
91 
O137 =, 3 
3 
4 


0,125 M%, 


20 Minuten nach der Injektion geringe Salivation, die nur etwa 10 Mi- 
nuten anhalt, sonst normales Verhalten. 


Einige Tage spaiter Unterbindung des Pankreasganges. Am vierten 
Tage nach der Operation Gewicht 2180 g, Blutzucker niichtern 0,134 Proz., 
0,25 ¢ Cholin. hydrochl. subkutan. Blutzucker nach 


Stunden. . . 0,162 Proz. 
1, = ; . O51 


1, Stunde ... . 0,145 Proz. 
l, - iw — SS 


2 
fe ? 

‘ i A ia MR 3 i — 
3 
4 


l - Mee 
1% Stunden... . . 0,165 ,, 


1, o” . + + eee 
0,129 


45 Minuten nach der Injektion geringe Salivation, das Tier macht 
dabei einen etwas matten Eindruck. 


Am 47. Tage nach der Operation Gewicht 2850 g, Blutzucker niichtern 
0,113 Proz., 0,3 ¢ Cholin. hydrochl. subkutan. Blutzucker nach 


4 Stunde ... . . 0,119 Proz. 2 Stunden. ... 0,112 Proz. 
0,120 ,, 2% =» . » ae 
0,116 ,, 3 - .* hs 0,113 
0,113 31, - ely . 0,113 
0,112 4 0,113 


Salivation kaum merkbar, Tier macht ganz normalen Eindruck. 


Der besseren Ubersicht wegen gebe ich das Resultat dieser drei Versuche 
in Kurvenform wieder. 








Abb. 1 
Vor der Unterbindung 
Am 4. Tage nach der Unterbindung 
Am 47. Tage nach der Unterbindung 
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Versuch 2. 
Kaninchen, oc’, 1757 g, Blutzucker niichtern 0,104 Proz. Das normale 
Tier erhalt 0,2 g Cholin. hydrochl. subkutan. Blutzucker nach 


¥, Stunde ... . . 0,112 Proz. 2 Stunden... . .0,114 Proz. 
% » a og’ <0 tk pS ae 2% ows ce. 
% = Kia) ee 3 - as chilis Se ky 
I " . «wo Se ve |) ae Pc es ag 

[. « (la -ae < oe of 4 a eee 


Tier macht ganz normalen Eindruck. 

Einige Tage spiter Unterbindung des Pankreasganges. Am zweiten 
Tage nach der Operation Gewicht 2290 g, Blutzucker 0,125 Proz., 0,23 ¢ 
Cholin. hydrochl. subkutan. Blutzucker nach 


¥, Stunde ... . . 0,125 Proz. 2 Stunden. ... . 0,114 Proz. 
\, ws eee Bal 2% ss ree 
3 n ae a 3 * Ares lea 
1 Se eee Outs 3 ss 3 

1% - ere ae 4 i 2 a ae ik a a 


45 Minuten nach der Injektion geringe Salivation, sonst keine Er- 
scheinungen. 

Am 31. Tage nach der Operation Gewicht 2450g, Blutzucker niichtern 
0,130 Proz., 0,25 g Cholin. hydrochl. subkutan. Blutzucker nach 


¥, Stunde ... . . 0,122 Proz. 2 Stunden .. . . 0,104 Proz. 
% » erwes BM 6 ee ae 
y, - a lE 3 ~ ears. Ga 
I - Rint: a: oc a. oe 3% = poe: ea 
3 fa ae arte eee 4 ~ c< e+ «oe fe 


Geringe Salivation, in der ersten halben Stunde etwas unruhig. 
Auch hier gebe ich das Resultat in Kurvenform wieder. 


On 
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Abb, 2. 
Vor der Operation. 
X-- Am 2. Tage nach der Unterbindung. 
Am 31. Tage nach der Unterbindung. 





Aus beiden Versuchen geht deutlich hervor, daB beim normalen 
Tiere das Cholin eine deutliche Erhéhung des Blutzuckerspiegels hervor- 
ruft. Nach der Unterbindung tritt dieser Effekt nur beim ersten Tiere 
stark in die Erscheinung, wahrend er beim zweiten Kaninchen ausbleibt. 
Sicherlich ist die starke Erhéhung das Normale; denn wir haben sie 
auch bei anderen Tieren beobachtet. DaB sie bei dem zweiten aus- 
geblieben ist, mag darauf zuriickzufiihren sein, daB wir bei diesem 
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Tiere schon am zweiten Tage nach der Operation den Versuch wieder- 


holten. Das Tier hatte den Tag‘vorher fast nichts gefressen und kann 
infolgedessen zum mindesten als glykogenarm gelten; in diesem Zu- 
stande muBte die Wirkung des Cholins auf den Blutzuckerspiegel 
natiirlich ausbleiben, da auch schon im normalen Zustande bei diesem 
Tiere der Blutzucker nach Cholin nicht sonderlich hoch angestiegen 
war. 7 Wochen nach der Unterbindung sehen wir beim ersten Kaninchen 
nach Cholin nur einen ganz minimalen Anstieg, waihrend wir beim 
anderen Tiere bereits nach kaum 5 Wochen sogar ein direktes Absinken 
des Blutzuckers beobachteten. Fiir diesen Effekt gibt es nur die eine 
Erklarung, daB sich im Laufe der Zeit nach der Unterbindung ein 
Zustand von ausgesprochener Sympathicotonie ausgebildet hat und 
dieser die Wirkung des parasympathischen Giftes paralysiert. 

In ganz dem gleichen Sinne fielen Versuche mit dem weit giftigeren 
Acetylcholin aus, dessen EinfluB auf den Blutzucker wir gleichfalls an 
verschiedenen Tieren studierten. Auch hier begniigen wir uns mit der 
Mitteilung von nur zwei Versuchen. 


Versuch 3. 


Kaninchen, 9, 2232g, Blutzucker niichtern 0,087 Proz., subkutane 
Injektion von 50 mg Acetylcholin. Blutzucker nach 
4 Stunde ... . . 0,156 Proz. 2 Stunden. ... . 0,100 Proz. 
ye is a. es eg ke ee. evs a wae & 
te Se UCU 3 e i aren 
is pS % «.« oe tate 
- hac, i tin Me ts 4 ati eye pee 


5 Minuten nach der Injektion starke Salivation, die etwa 4, Stunden 
andauert, nach 20 Minuten reichliche Entleerung von normalem Stuhl, 
Tier etwas unruhig, zeigt beschleunigte Atmung, dann wieder normal. 

Einige Tage spaiter Unterbindung des Pankreasganges. 

Am zweiten Tage nach der Operation Gewicht 2180 g, Blutzucker 
0,102 Proz., subkutane Verabfolgung von 43,6 mg Acetylcholin. Blutzucker 
nach 

¥, Stunde ... . . 0,107 Proz. 2 Stunden. . . . . 0,109 Proz. 
0,123 «,, 2% om i+ 2 + a” i 
0,118 ,, 3 - Esa. °° 
0,119 ,, 3% a Serr: °° 
O28). ~ 4 "a «> we or ae 


Am 52. Tage nach der Operation Gewicht 2900 g, Blutzucker niichtern 
0,134 Proz., subkutane Injektion von 58,0 mg Acetylcholin. Blutzucker 
nach 

%, Stunde ... . . 0,134 Proz. 2 Stunden. . . . . 0,136 Proz. 
0,134 ; ee ll 
Gime «» ee 
0,140 : soot 
0,138 , we a ee 
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15 Minuten nach der Injektion leichte Salivation, die nur eine halbe 
Stunde anhalt. 
Der besseren Ubersicht wegen bringe ich die drei Versuche in Kurven- 


form. 














Abb. 3 





Vor der Operation. 
Am 2. Tage nach der Unterbindung 
Am 52. Tage nach der Unterbindung. 


Versuch 4. 


Kaninchen, co, 2600 g, Blutzucker niichtern 0,106 Proz., erhalt sub- 
kutan 52mg Acetylcholin. Blutzucker nach 


Y, Stunde ... . . 0,153 Proz. 2 Stunden. ... . 0,143 Proz. 
ae a sxe on 2% ows . + 6 6 oe 
/— i te) a i 3 a he 4 ee 

l se ye Pee 
a is ee eee 4 - 0,118 


5 Minuten nach der Injektion reichliche Salivation, die etwa 4 Stunde 
: . : 2 
anhalt, Tier ist etwas unruhig. 
Einige Tage spéter Unterbindung des Pankreasganges. 
Am fiinften Tage nach der Operation 2480g Gewicht, Blutzucker 
niichtern 0,126 Proz., subkutane Injektion von 50,0mg_ Acetyleholin. 
Blutzucker nach 


, Stunde ... . . 0,129 Proz. 2 Stunden. ... . 0,127 Proz. 
% eee) Cl 2% . ow» o « « « « OFT on 
34 - < & «eo ay oe 3 * é Se ee 
l ™ , sn oe on aaa ee aries 
Loe s 6 «8 oe “eS - 0,126 __s,, 


5 Minuten nach der Injektion maéBige Salivation, die etwa *, Stunden 
anhalt. Tier in der ersten Stunde etwas unruhig. 

Am 31. Tage nach der Unterbindung Gewicht 2830g, Blutzucker 
niichtern 0,123 Proz., subkutane Injektion von 57,0 mg _ Acetylcholin. 
Blutzucker nach 


4, Stunde ... . . 0,123 Proz. 2 Stunden. ... . 0,131 Proz. 
ye ——_— ee, le ~- *%, s0 io oe, 
34 , aa. Ul 3 *” . 0,119 
l ve eee i i 3% _ ae ee 
ly ” » rah a oy ee os 4 9 0,115 ,, 
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Nach 10 Minuten geringe Salivation, die nur ‘4 Stunde anhalt, ‘Tier 
in der ersten Stunde etwas unruhig., 


Auch diese drei Versuche gebe ich in Kurvenform wieder. 








Abb. 4 
Vor der Operation. 
-~ Am 5. Tage nach der Unterbindung 
Am 31. Tage nach der Untcrbindung 


Wie beim Cholin zeigen auch diese beiden Versuche, daB Acetyl- 
cholin beim normalen Tiere eine starke Erhéhung des Blutzuckers 
hervorruft; sie ist entsprechend der gréBeren Giftigkeit der Substanz 
viel ausgepragter als nach Cholin. Kurz nach der Unterbindung des 
Pankreasganges bedingt Acetylcholin auch noch eine Erhéhung des 
Blutzuckerspiegels, jedoch schon nicht mehr eine so starke, und 
mehrere Wochen spater ist die Blutzuckersteigerung im Versuch 3 
kaum noch vorhanden, im Versuch 4, wo die dritte Injektion schon 
nach 30 Tagen erfolgte, nur ganz schwach angedeutet. Offenbar war 
hier in der verhaltnismaBig kurzen Zeit die Sympathicotonie noch 
nicht so stark ausgeprigt wie bei dem anderen Tiere nach Verlauf 
von 51 Tagen. 

Als drittes parasympathisches Gift untersuchten wir das Physo- 
stigmin. 

Infolge der auBerordentlichen Giftigkeit dieser Substanz hatten wir 
mehrere Tiere mitten in unseren Versuchsserien verloren, obwohl wir 
die in der Literatur festgelegte Dosis von 1,0 mg pro Kilogramm Korper- 
gewicht in keinem Falle iiberschritten hatten, Vielleicht wirkt das Gift 
bei verschiedenen: Kaninchenrassen verschieden. Da unsere Versuche 


wegen meiner Riickreise nach Japan bis zu einem bestimmten Termin 


beendet sein muBten, begniigten wir uns nach den ersten Miberfolgen 
mit nur zwei Injektionen. Die erste erhielten die Tiere im normalen 
Zustande, die zweite erst 2 bzw. 2! Monate nach der Unterbindung 
des Pankreasganges. Ich beschranke mich auch hier auf die Mitteilung 
von nur zwei Versuchen. 
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Versuch 5. 


Kaninchen, 9, 2145 g, Blutzucker niichtern 0,083 Proz., erhalt sub- 


kutan 2,0 mg Physostigmin, in Wasser gelést. Blutzucker nach 


Stunde ... . . 0,097 Proz. 2 Stunden. ... . 0,096 Proz. 
NM ie & 4 ee 2% os ret %:  - « 
wy » o + & » 6 QR ws 3 - eek 

] *» 1 & +. =, SRO we 3% os ll 
[he 6 ede Ue 4 % eel 


25 Minuten nach der Injektion Tier sehr unruhig, Atem etwas frequent, 


zittert am ganzen Korper, nach 1 Stunde Zustand wieder besser. 

Einige Tage spiter Unterbindung des Pankreasganges. 

Am 73. Tage nach der Operation Gewicht 3000 g, Blutzucker niichtern 
0,118 Proz., subkutane Injektion von 3 mg Physostigmin. Blutzucker nach 


Stunde ... . . 0,100 Proz. 2 Stunden. ... . 0,112 Proz. 
NM ee 2% ow» 5 a, cea a a 
% w» yb oe 3 baat Oe ne ig “coe 
l 3 ee le Serer. i 
1% on pj, 5 som, Be toy a 4 o se 


Nach einer halben Stunde etwas unruhig, Kérperhaltung etwas unsicher. 
dann wieder bald normal. 
Die ermittelten Werte gebe ich in Kurvenform wieder. 
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Abb. 5 
Vor der Operation. 
Am 73. Tage nach der Unterbindung. 





Versuch 6. 


Kaninchen, oc’, 1850 g, Blutzucker niichtern 0,098 Proz., erhalt sub- 
kutan 2,0 mg Physostigmin. Blutzucker nach 


\, Stunde ... . . 0,106 Proz. 2 Stunden. ... . 0,129 Proz. 
Rs eed olin ae or i 
— Pre ley 3 ee et 
1 a Na gt alg ge eg er ee 
1% es Scala 4 i ae he: ee 


45 Minuten nach der Injektion Unruhe, Tier macht angstlichen Ein- 
druck, leichtes Zittern am ganzen Kérper, nach 2 Stunden wieder normal. 

Einige Tage spiter Unterbindung des Pankreasganges. 

Am 59. Tage nach der Operation 3020 g Gewicht, Blutzucker 0,137 Proz., 
erhalt 3,0 mg Physostigmin subkutan. Blutzucker nach 


Stunde ... . . 0,132 Proz. 1% Stunden. . . . . 0,137 Proz. 
a a Toc. i= 2 9»  d.<, 0 3 os 
(eet Sepa. woe pe a ae 


l » ee, ee 3 o” eee! a wR ee 
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Nach 15 Minuten Unruhe, voriibergehend klonische Zuckungen in 
den hinteren Extremitaten, leichte Salivation, nach 1 Stunde Zustand besser. 
Auch diese beiden Zahlenreihen bringe ich zum besseren Vergleich in 


Kurvenform. 





0% 
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0,73} = 





Abb. 6. 
Vor der Operation. 
Am 59. Tage nach der Unterbindung 


Aus beiden Versuchen geht hervor, daB Physostigmin beim nor- 
malen Tiere eine, wenn auch nicht betrachtliche, so doch deutliche 
Erhéhung des Blutzuckers bewirkt. Bei langerem Fortfall der suBeren 
Sekretion des Pankreas bleibt eine erneute Injektion von Physostigmin 
nicht bloB ohne jede Wirkung, sondern wir sehen sogar ein Absinken 
des Blutzuckerspiegels innerhalb der ersten Stunde, und erst allmahlich 
kehrt dann der Blutzucker wieder zu seinem Ausgangswert zuriick. 

Wenn wir die Resultate simtlicher Versuche mit den drei para- 
sympathischen Giften zusammen betrachten, so haben sie tiberein- 
stimmend mit den friiher mitgeteilten Pilocarpinversuchen ergeben, 
daB das normale Kaninchen auf die subkutane Verabfolgung der Gifte 
mit einer Erhéhung des Blutzuckerspiegels antwortet, die etwa nach 
1 Stunde ihren Héhepunkt erreicht und dann wieder allmahlich zur 
Norm zuriickkehrt. Kurze Zeit nach der Unterbrechung der auBeren 
Sekretion des Pankreas bleibt diese Wirkung der Gifte noch unver- 
andert bestehen, um allmahlich immer schwiacher zu werden. Bei 
geniigend langer Lebensdauer der Versuchstiere schwindet die Wirkung 
der Gifte immer mehr, bis sie schlieBlich ganzlich ausbleibt oder sogar 
in das Gegenteil, namlich eine Erniedrigung des Blutzuckerspiegels 
umschlagt. Die Erklairung fiir dieses Verhalten sehen wir darin, dab 
sich nach der Unterbindung des Pankreasganges bei den Tieren all- 
méahlich ein Zustand von Sympathicotonie herausbildet, der die Wirkung 
des Giftes paralysiert, und je nachdem die Sympathicotonie eine schwache 
oder starke ist, sehen wir eine ma&Bige oder kraftige Abschwachung det 
Giftwirkung oder gar eine ganzliche Aufhebung derselben. 

Im AnschluB an diese Versuche mit parasympathischen Giften 
haben wir noch solche mit einem sympathischen Reizmittel, dem 
Calcium, angestellt. Schon friiher hatten Wohlgemuth und Mochizuki 
gezeigt, daB beim Kaninchen im Stadium ausgesprochener Sympathi- 
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cotonie Adrenalininjektionen eine besonders starke Erhéhung des 
Blutzuckers bedingen, und daB hier die Adrenalinwirkung besonders 
lange anhalt. Hiernach war zu erwarten, daB Calcium bei unseren 
Tieren ebenfalls einen betrachtlichen Blutzuckeranstieg hervorrufen 
wiirde. Allerdings haben die bisher hieriiber vorliegenden Unter- 
suchungen ergeben, da Calcium nur eine sehr schwache Wirkung 
auf den Blutzuckerspiegel ausiibt. So haben Barath') und spiter 
Kylin und Nystroem?) nur einen schwachen Blutzuckeranstieg nach 
intravenéser Calciuminjektion am Menschen beobachtet, desgleichen 
Haendel*) an salzarm ernihrten Ratten, waihrend Hochfeld*) gar keine 
Beeinflussung des Blutzuckers und Schenk*) sogar eine voriibergehende 
Senkung des Blutzuckerspiegels nach Calcium fand. Wenn man aber, 
wie noch vor kurzem Kylin®) gezeigt hat, vorher Calcium injiziert und 
nachher Adrenalin, so bekommt man ein viel besseres Resultat als 
ohne vorherige Calciuminjektion. Calcium férdert also die Adrenalin- 
wirkung. Hiernach hofften wir, da} das Calcium bei unseren Tieren 
mit gesteigertem Sympathicotonus besonders giinstige Bedingungen 
antreffen und einen starken Effekt erzielen wiirde. 


Von unseren Versuchen seien im folgenden nur zwei mitgeteilt 


Versuch 7. 


Kaninchen, 2, 2030 g, Blutzucker niichtern 0,101 Proz. Das normale 


Tier erhalt intravenéds 5,0cem 5proz. CaCl,-Lésung. Blutzucker nach 
Y%, Stunde ... . . 0,114 Proz. 2 Stunden. ... . 0,117 Proz. 
. ws aa ews a ale 2% “eR 
:  - cS! 9 ay 3 te see ae 

l - iw Tete a RE se 3% ow ot ha Coe 

im » acd pO ig 4 9 ces ss OF 


Einige Tage spiter Unterbindung und Durchschneidung des Pankreas- 
ganges. Am 10. Tage nach der Operation Gewicht 2370g. Blutzucker 
niichtern 0,117 Proz., intravenése Injektion von 5,0cem 5proz. CaCl,- 
Lésung. Blutzucker nach 


, Stunde .... . 0,112 Pros. 2 Stunden. . . . . 0,103 Proz. 
My % Tes 24, * ane: eet oe ae 
%, oe aS l0UlC 3 - —— a. lA 
l % Tae. (UC 3% oe . & 6 a6, el 
;. a Sere 4 _ fete Aa. cele 


1) Barath, Klin. Wochenschr. 1914, Nr. 36, 8S. 1618. 

2) Kylin und Nystroem, Klin. Wochenschr. 1925, Nr. 6, 8. 260; Nr. 11, 
8. 501. 

3) Haendel, diese Zeitschr. 146, 440, 1924. 

*) Hochfeld, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 37, 119, 1923. 

5) Schenk, ebendaselbst 12, 269, 1921. 

*) Kylin, Klin. Wochenschr. 1925, Nr. 20, S. 969. 
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Am 47. Tage nach der Unterbindung Gewicht 2550g, Blutzucker 
niichtern 0,137 Proz., intravendédse Injektion von 5,0cem Sproz. CaCl, 
Lésung., Blutzucker nach ° 

1, Stunde .. . . 0,161 Proz. 2 Stunden. ... . 0,145 Proz 
0,165 - ao nn eo & See 
0,161 ., , ae a ye, 
O,161 ,, : ce cx oa ee 
0,153 , ela o @ y eee 
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Abb. 7 

7 Vor der Operation 
Am 10. Tage nach der Unterbindung 
Am 47. Tage nach der Unterbindung 


Versuch &. 


Kaninchen, co’, 2660 g¢, Blutzucker niichtern 0,105 Proz. Das normale 
Tier erhalt intravenés 5,0cem 5proz. CaCl,-Lésung. Blutzucker nach 
'. Stunde .... 0,118 Proz. 2 Stunden. ... . 0,107 Proz. 
Gime 2 . 0,103 

0,118 : 99 ° 0,103 

0,113 : - — ‘ 0,103 

0.107 x 0,103 


Unterbindung und Durchschneidung des Pankreasganges, 7 Tage 
spiter Gewicht 2510g, Blutzucker 0,125 Proz., intravendse Injektion von 
5,0cem CaCl,-Lésung. Blutzucker nach 

Stunde ... . . 0,128 Proz. 2 Stunden. 
Oise a 
0,126. 
0,127 ,, 31, 
S498 - a 4 ” 


Am 34. Tage mach der Unterbindung Gewicht 2900 g¢, Blutzucker 
niichtern 0,114 Proz., intravenése Injektion von 5,0 cem 5proz. CaCl,- 
Lésung. Blutzucker nach 

1, Stunde ... . . 0,127 Proz. 2 Stunden. ... . 0,126 Proz. 
0,132 21, ; : cnc I ee 
0,126 : —< oe 
0,126 . ; ee a Oe 
0,124 .,, i oy 6 Oe 
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Zum besseren Vergleich der Resultate folgende Kurve: 
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10} } oneal } = 
1.09» 
%%%1 % 2 28 3 3% ¢ 
Abb. 8. 
° Vor der Operation. 
<—- ~ Am 7. Tage nach der Unterbindung 


Am 34. Tage nach der Unterbindung. 


In beiden Fallen sehen wir, daB intravenése Calciumzufuhr beim 


normalen Tiere eine deutliche Steigerung des Blutzuckers bedingt, sic 


ist etwas starker bei dem ersten und halt hier auch etwas linger an 
Am achten bzw. siebenten Tage nach der Unterbindung bleibt sie vol! 
kommen aus oder schligt gar in das Gegenteil um, vermutlich weil in 
diesem Stadium bei erhéhtem Diastasegehalt des Blutes die Leber noch 
nicht die Fahigkeit wiedererlangt hat, Glykogen in ihren Zellen 
zu speichern. Am 47. Tage nach der Unterbindung sehen wir 
dann wieder einen deutlichen Effekt des intravenés zugefiihrten 
Calciums, der aber relativ nicht héher ist als bei dem Tiere vo 
der Unterbindung. Auch bei dem Versuch 8 ist die Calcium- 
wirkung nicht starker als vor der Unterbindung; beide Kurven 
verlaufen durchaus parallel. Gleichwohl ergaben Versuche an diesen 
Tieren mit Cholin und Acetylcholin, daB sie sich in der Zeit der 
Caleciumversuche in einem Zustand ausgesprochener Sympathicotonic 
befanden. Hiernach diirfte wohl der SchluB berechtigt sein, dal 
die Caleciumwirkung in ihrem Wesen von der Adrenalinwirkung 
verschieden ist. Denn wie aus der ersten Mitteilung von Woh/ 
gemuth und Mochizuki hervorgeht, bewirkt Adrenalin bei Kaninchen 
im Stadium ausgesprochener Sympathicotonie ganz enorme Blutdruck- 
steigerungen. 

Das Verhalten des Blutzuckerspiegels ist nur eines de 
Symptome, denen man bei der Sympathicotonie begegnet, und 
man kénnte den von uns _ gefiihrien Beweis fiir nicht ganz 
liickenlos erkliren, wenn wir nur auf ihn uns stiitzen wollten 
Wir bemiihten uns deshalb, noch andere Merkmale bei unseren 
Tieren ausfindig zu machen, die fiir die Annahme einer gestei- 
gerten Erregbarkeit des sympathischen Nervensystems verwerte¢t 
werden kcnnten. 

Als solche kamen in Betracht einmal das Verhalten der Elektrolyte 
im Blute und dann der Gehalt des Blutes an Adrenalin. 
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II. Die Elektrolyte im Blute. 


Wir wissen heute, daB der tferische Organismus mit derselben 
Zahigkeit, mit der er den Blutzuckerspiegel auf einem ganz bestimmten 
Niveau zu halten sucht, auch die Elektrolytkonzentration des Blutes 
festzuhalten bestrebt ist und Schwankungen darin sehr schnell wieder 
ausgleicht. Nach den bedeutsamen Untersuchungen von. Kraus, Zondek 
und ihren Mitarbeitern') hat nun als Vertreter des sympathischen 
Typus das Ca-lon, als Vertreter der parasympathischen Funktion das 
K-lon zu gelten. Verschiebungen nach der einen oder anderen Richtung 
ergeben sich je nach der Art des Reizes, der gerade auf den Organismus 
wirkt; beim parasympathischen Reiz eine Verschiebung im Kalium-, 
beim sympathischen Reiz eine solche im Calciumgehalt. 

Im vorliegenden Falle interessierte uns in erster Reihe das Ver- 
halten des Calciums, als des Vertreters des sympathischen Reizes. 

Billigheimer®) hat am Menschen gezeigt, dab durch Injektion 
von Adrenalin neben einer Steigerung des Zuckers eine Abnahme des 
Ca-Gehalts im Blute zu beobachten ist, die nach seiner Ansicht von der 
etwas schneller verlaufenden Konzentrationsinderung im Blute nicht 
abhangig ist. Unter Zuhilfenahme der Zondekschen Theorie erklart 
er diesen Effekt so, daB durch den Sympathicusreiz die Ca-lonen nach 
den Orten der Erregungsvorginge im Nerven geleitet und dadurch dem 
Blute entzogen werden. In interessanter Weise hat dann Glaser*) 
gezeigt, daB es gar nicht eines so groben Impulses wie einer Adrenalin- 
injektion bedarf, um Schwankungen im Ca-Gehalt des Blutes herbei- 
zufiihren, sondern daf dieser Effekt schon eintreten kann nach Tonus- 
schwankungen im vegetativen Nervensystem, wie sie durch kiinstliche 
Erregung und nachfolgende hypnotische Beruhigung ausgelést werden. 
Mit der Abnahme des Ca-Gehalts des Blutes nach Adrenalininjektionen 
gehen nach Dresel und Kaiz*) auch Schwankungen im Kaliumgehalt 
einher, die je nach dem verschiedenen Erregungszustand des vege- 
tativen Nervensystems verschiedene Intensitét zeigen. Auch nach 
Durchschneidung beider Nervi vagi und Reizung eines Splanchnicus, 
wie sie Wollheim®) durchgefiihrt hat, zeigten sich Anderungen im 
Elektrolytgehalt des Pfortaderblutes zugunsten des Kaliums. Aus 
den Versuchen geht gleichzeitig hervor, wie wichtig es ist, neben 
dem Calcium auch das Kalium zu bestimmen. Denn nicht selten 


') Kraus,. Zondek, Arnoldi und Wollheim, Klin. Wochenschr. 1924 
. 17, 8. 707. 

2) Billigheimer, ebendaselbst 1922, Nr. 6, S. 246. 

3) Glaser, ebendaselbst 1924, Nr. 33, S. 1492. 

4) Dresel und Katz. Klin. Wochenschr. 1922, Nr. 32. 

5) Wollheim, diese Zeitschr. 51, 416, 1924. 
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zeigte sich, daB eine Anderung im Calciumgehalt des Blutes nicht zu 
konstatieren war, dagegen aber das Kalium zugenommen hatte. 

Will man also ein richtiges Urteil iiber die Wirkung irgendwelche: 
Eingriffe auf den Elektrolytgehalt des Blutes haben, so geniigt es nicht 
entweder das Ca oder das K zu bestimmen, sondern man muB® den 
Gehalt beider Elektrolyte ermitteln. Denn erst das Verhaltnis von K /Ca 
gibt ein klares Bild. Von dieser Uberlegung ausgehend, haben wir bei 
unseren Versuchstieren erst im normalen Zustande und dann nach 
der Unterbindung des Pankreasganges in gewissen Intervallen gleich- 
zeitig den Ca- und K-Gehalt des Serums bestimmt und das Verhialtnis 
von K/Ca_ berechnet. AuBerdem haben wir auch den Gehalt des 
Blutes an anorganischem Phosphor ermittelt. Die Ca-Bestimmung 
geschah nach de Waard, die K-Bestimmung nach Kramer und 
Tisdall, die P-Bestimmung nach Bell-Doisy. Die mitgeteilten Re 
sultate sind stets Mittelzahlen aus zwei gut  itibereinstimmenden 
Werten. Drei Versuche seien im folgenden mitgeteilt, zur besseren 
Ubersicht in tabellarischer Form. Die Zahlen verstehen sich fiir 
100 cem Serum. 


Versuch 9. 


Kaninchen, oc’, 1790 g. 





Zeit der Untersuchung K Cs K: Ca P 

mg mg mg 

Vor der Operation. .... . 18,84 17,65 1,07 6,39 
Nach der Operation, 6. Tag . 210 16.5 1,27 6,25 
eee a swe a er Ge 21,25 17.6 1,20 6.0 
GU see's Bs Ws 19,7 16,6 1,19 5,8 
ee ee we AS. Ses 19,34 16,5 117 6,05 


Wenn wir zunichst die Ca-Werte betrachten, so sehen wir bald 
nach der Unterbindung ein deutliches Absinken. 4 Wochen spater ist 
wieder der Ausgangswert ungefahr erreicht, dann aber tritt abermals 
eine Senkung des Calciumspiegels ein, die noch nach 55 Tagen un- 
verindert fortbesteht. Im entgegengesetzten Sinne bewegen sich die 
Kaliumzahlen. Kurz nach der Operation ein bedeutender Anstieg, der 
am 28. Tage seinen Héhepunkt erreicht; dann ein allmahliches Ab- 
sinken. Aber noch 55 Tage nach der Unterbindung:ist der Kalium- 
spiegel héher als beim normalen Tiere. Am deutlichsten kommt die 
Elektrolytverschiebung zum Ausdruck in den Zahlen, durch die das 
Verhaltnis K : Ca ausgedriickt wird. Hier sehen wir deutlich den Um- 
schwung zugunsten von Kalium, der sich wahrend der ganzen Beob- 
achtungszeit kaum andert. Die Werte fiir den anorganischen Phosphor 
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bewegen sich in der gleichen Richtung wie die des Calciums. Zur 


besseren Illustration des Gesagten gebe ich die Zahlen fiir K, Ca und 


K:Ca in Kurvenform wieder. 





amr am am " 
5Tage 23 lage WZ2Jage SS./ag 
nach der Cperchon 


Abb. 9 


Versuch 10. 


Kaninchen, o, 2540 g. 





Zeit der Untersuchung 
mg 


Vor der Operation. ...-. 19,38 
Nach der Operation, 9. Tag 19.38 
SN: a. Oe “ee lee ie we! 20,23 


ee ‘ ‘ oe 19.9 


Hier ist der Verlauf ein ganz ahnlicher. 
Bald nach der Operation sinkt der Calcium- 
wert ab und halt sich viele Wochen etwa in 
der gleichen Héhe. Der Kaliumspiegel steigt 
langsam an und bleibt viele Wochen auf 
dem Niveau. Dementsprechend zeigt der 
Quotient K:Ca einen deutlichen Anstieg, 
der sich auch am Ethde des Versuchs 
kaum andert. Die Werte fiir den an- 
organischen Phosphor bewegen sich parallel 


aes eae aS 


4 


zu den sinkenden Calciumwerten. Auch a 

hier seien die Zahlen in Kurvenform wieder- Ope * Pn oe 

gegeben. Abb. 10 
Biochemische Zeitschrift Band 163 19 











286 T. Seo: 


Einen etwas anderen Verlauf als die beiden vorhergehenden Versuche 
nahm noch ein dritter Versuch. 
Versuch 11. 
Kaninchen, 2, 2270 g. 





Zeit der Untersuchung K Ce K:Ca P 

mg my mg 

Vor der Operation. ..... 17,04 16,6 1,02 6,95 
Nach der Operation, 9. Tag . 21,5 16,55 1,29 5,25 
eu Ga e+ ae b Gas 21,24 17,9 1,14 6,36 
i a ee 21,1 17,8 1,14 7,3 


Bei diesem Tiere sinkt nicht der Ca-Wert, sondern er steigt sogar 
allmahlich an. Gleichzeitig geht aber auch der Kaliumwert so stark 
in die Héhe, daB das Verhaltnis K: Ca gegeniiber dem Anfangswert 
in dem gleichen MaBe zunimmt wie bei den beiden anderen Ver- 
suchen. Es resultiert also auch hier ein starkes Ubergewicht der 
Kaliumionen gegeniiber den Ca-lIonen. In der nachfolgenden Kurve 
kommt das deutlich zum Ausdruck. 
ts hat sich somit in allen drei Ver- 























A 
220 suchen tibereinstimmend ergeben, daB nach 
ns Ausschaltung der éuBeren Sekretion des 
Pankreas durch Unterbindung des Aus- 
- fiihrungsganges eine Verschiebung im Elek- 
19,0 trolytgehalt des Serums eintritt. In den 
14,0 beiden ersten Versuchen sehen wir bald 
~ | nach der Unterbindung des Ductus Wir- 
| sungiamus ein deutliches Absinken der 
0 1007+ —— Yo ; Calciumwerte und gleichzeitig ein Ansteigen 
an am ~=Cs err Kalliumwerte. In dem dritten Versuch 


vor am am 

ou = ~ Sa tritt zwar keine Abnahme der Ca-Werte 
Abb. 11. ein, dafiir ist aber der Anstieg der Kalium- 
werte ein besonders hoher, so daB schlieB- 
lich als Endeffekt — und darauf kommt es doch wohl letzten Endes 
an — ein starkes Uberwiegen des Kaliumgehalts gegeniiber dem Ca- 
Gehalt im dritten Versuch ebenso resultiert wie in den beiden anderen 

Versuchen. 

Wir haben oben erfahren, daf nach Adrenalininjektion, also 
bei einem kiinstlich erzeugten Zustand von Sympathicotonie der 
Calciumgehalt des Blutes voriibergehend vermindert, demnach das 
Verhaltnis von K : Ca zugunsten von Kalium fiir kurze Zeit verschoben 
ist. Durch die Unterbindung des Pankreasganges wird, wie unsere 
Versuche zeigen, diese Erscheinung ebenfalls ausgelést, nur mit dem 
Unterschied, daB es sich hier nicht um ein passageres Phinomen, 
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sondern um einen Dauerzustand handelt. Wir sind demnach auch auf 
Grund des Verhaltens der Elektrolyte im Blute berechtigt, den durch die 
Unterbindung und Durchschneidung des Pankreasganges sich allmdhlich 
entwickelnden Zustand unserer Versuchstiere aufzufassen als eine aus- 


gesprochene Sympathicotonie, und zwar nicht bloB als eine akute, sondern 


als eine chronische. 

AuBer den beiden Elektrolyten Ca und K haben wir gleichzeitig 
noch den Gehalt des Serums an anorganischem Phosphor bestimmt. 
Die in den obigen drei Tabellen mitgeteilten Zahlen ergeben iiberein- 
stimmend, da mit zunehmender Intensitéat der Sympathicotonie der 
Gehalt des Serums an anorganischem Phosphor abnimmt. In den Ver- 
suchen 1 und 2 besteht ein deutlicher Parallelismus zwischen Ca- und 
P-lonen. Im dritten Falle war auch zundchst eine Abnahme des an- 
organischen Phosphors zu konstatieren, wenngleich hier der Ca-Gehalt 
allmahlich anstieg, und erst spiater geht auch der Phosphorwert etwas 
in die Hohe. 

Auch dieser Befund, Sinken des anorganischen Phosphorspiegels, 
kénnte als ein Beweis fiir Sympathicotonie gelten. Denn wir wissen 
aus den Untersuchungen von Essinger und Gyérgy') am Kinde, dab 
nach Adrenalininjektionen der Gehalt des Serums an anorganischem 
Phosphor voriibergehend sinkt. 


Ill. Der Adrenalingehalt des Blutes. 

Als ein weiterer, geradezu direkter Beweis fiir den Zustand der 
Sympathicotonie konnte gelten, wenn der Nachweis gelang, daB die 
Nebennieren nach der Unterbindung des Pankreasganges in ge- 
steigertem Mabe ihr Sekretionsprodukt an das Blut abgeben. Mit 
Hilfe der Froschpupillenmethode haben wir das Serum unserer Ver- 
suchstiere zunéchst vor, dann nach der Gangunterbindung auf seine 
Adrenalinmenge kontrolliert. Wir fanden in der Tat, daB, je langer 
die Ausschaltung der auBeren Sekretion des Pankreas bestand, um 
so mehr die Adrenalinmenge im Blute anstieg. Die Differenzen waren 
hier ganz betrachtliche. Wahrend das normale Tier ganz geringe Mengen 
oder gar nur Spuren von Adrenalin in seinem Serum enthalt bei 
zwei Tieren lieB sich z. B. erst nach Verlauf von 1 Stunde eine ganz 
geringe Pupillenerweiterung konstatieren —, stieg nach der Unter- 
bindung die Adrenalinmenge deutlich an und war bei AbschluB der 
Versuche so groB, daB schon nach kurzer Zeit maximale Pupillen- 
erweiterung eintrat. 

In der folgenden Tabelle geben wir die Resultate wieder, die wir 
an den gleichen Tieren gewonnen haben, die uns zu unseren Elektrolyt- 


1) Essinger und Gydrgy, diese Zeitschr. 149, 355, 1924. 
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untersuchungen gedient hatten. Zur Erlauterung derselben sei voraus- 
geschickt, daB wir die Reaktion stets an zwei verschiedenen Augen- 
paaren studierten und in der Tabelle nur den Endeffekt auffiihren und 
die Zeit, innerhalb der dieser Effekt erreicht war. Die Bezeichnung 
bedeutet etwas gréBere Pupillenweite als das Kontrollauge, +--+ minde- 
stens doppelt so gro wie die Kontrolle, +--+ mehr als dreimal so 
groB bzw. maximale Erweiterung. Die Beobachtung wurde stets iiber 
2 Stunden ausgedehnt. 





Kaninchen I Kaninchen II Kaninchen III 
Vor der Vor der Vor der 
Operation ! 60’, Operation o 5' Operation + 60 
Nach der Ope: Nach der Ope: Nach der Ope- 
ration, 9. Tag ++ 90") ration, 6. Tag ++ 5’ ration, 22. Tag ++ | 20’ 
56. Tag ++-+/30") °55. Tag ++4 15’ 41. Tag +++, 5 


In allen drei Versuchen sehen wir ein staéndiges Starkerwerden der 
Pupillenreaktion. Alle drei Tiere haben im normalen Zustande nur 
Spuren von Adrenalin in ihrem Blute aufzuweisen, so dab die Pupillen- 
reaktion gerade noch angedeutet ist. Nach der Unterbindung wird 
sie deutlich staérker, besonders beim Kaninchen III, wo bereits nach 
20 Minuten maximale Pupillenerweiterung zu konstatieren war. Nach 
langerem Bestehen der Unterbindung zeigt das Serum aller drei Tiere 
ganz bedeuteade Adrenalinmengen gegeniiber dem normalen Gehalt. 

Mit diesem Befund ist der dritte und direkte Beweis erbracht, dap 
die Ausschaltung der duBeren Sekretion des Pankreas beim Kaninchen 
schlieBlich einen Zustand von ausgesprochener Sympathicotonie hervorruft. 


IV. 

Wohlgemuth und Mochizuki haben gezeigt, daB nach der Unter- 
brechung der auBeren Sekretion des Pankreas der Blutzucker allmahlich 
ansteigt und die Tendenz hat, immer héher zu steigen. Das haben wir 
auch an unseren Tieren beobachtet. Wenn man nun die Beobachtung 
iiber viele Monate ausdehnt, kann man Blutzuckerwerten begegnen, 
wie man sie beim leichten Diabetes beobachtet. So zeigten zwei von 
unseren Tieren etwa 7 Monate nach der Unterbindung des Pankreas- 
ganges 0,162 bzw. 0,156 Proz. Zucker im Blute. Trotzdem hat sich 
wihrend der ganzen Zeit bei diesen Tieren niemals Zucker im Urin 
nachweisen lassen. Hatten wir diese verhéltnisma’Big hohen Zucker- 
werte nur voriibergehend im Blute gefunden, so wire die standige 
Zuckerfreiheit des Urins durchaus verstaéndlich. Da aber diese hohen 
Werte bei unseren Tieren viele Wochen bereits im niichternen Zu- 
stande anzutreffen waren, wiéhrend der Nahrungsaufnahme also sicher- 


Experimentelle Erzeugung von chronischer Sympathicotonie. 289 


lich noch héher stiegen, so muBte das Ausbleiben des Zuckers im Urin 


als ein auBergewohnliches Faktum imponieren. Wie sollte man sich 
. 


dieses nun erklaren / 

In sehr interessanten Versuchen an Froschnieren haben Hamburger 
und Brinkmann') gezeigt, daB ihre Durchlabfihigkeit fiir Glucose in 
hohem Mae abhangig ist, abgesehen von dem Zuckergehalt, von dem 
Gehalt der durchstrémenden Fliissigkeit an Kalium und Calcium. 
Wenn z. B. zur Ringerfliissigkeit Kalium in einem bestimmten Uber- 
schuB zugesetzt wird, das Verhialtnis also von K:Ca zugunsten von 
Kalium geandert wird, so wird eine maximale Glucosemenge zuriick- 
gehalten (s. Tabelle IV, S. 111, l.c.). Es besteht demnach ein direktes 
Abhangigkeitsverhaltnis der Nierenepithelien beziiglich ihrer Durch- 
lassigkeit von dem Elektrolytgehalt der durchstrémenden Fliissigkeit. 
In unseren Versuchen war gezeigt worden, dab nach der Ausschaltung 
der suBeren Sekretion des Pankreas der Elektrolytgehalt des Blutes 
eine prinzipielle Anderung erfahrt, so zwar, daB die Calciummengen 
im Blute entweder geringer wurden oder gleichblieben, die Kalium- 
mengen aber gréBer wurden, so daB als Endeffekt der Quotient K /Ca 
gréBer war als beim normalen Tiere. Nach den Erfahrungen an der 
Froschniere ist es nun sehr wahrscheinlich, daB diese Elektrolyt- 
verschiebung der Grund dafiir ist, daB bei unseren Tieren die Durch- 
lassigkeit der Niere fiir Zucker eine Abnahme erfahren hat und deshalb 
trotz des staéndig hohen Blutzuckers kein Zucker im Urin aufgetreten 
ist. Dabei wird allerdings vorausgesetzt, daB die Nierenepithelien der 
Warmbliiterniere in der gleichen Weise von Elektrolyten beeinflubt 
werden wie die Kaltbliiterniere, was indes noch zu beweisen ware. 

Endlich beschaftigten wir uns noch mit der Frage der Verteilung 
des Zuckers im Blute und in den Geweben bei unseren Tieren im nor- 
malen und im sympathicotonischen Zustande. 

Am Menschen haben Miiller und Gaenslein®) festgestellt, daB der 
Blutzucker normalerweise immer etwas héher ist als der Gewebszucker. 
Letzterer wurde von ihnen so ermittelt, daB mit Hilfe eines Cantharidin- 
pflasters auf der Haut eine Blase gezogen wurde und der Inhalt der 
Blase auf seinen Zuckergehalt quantitativ untersucht wurde. Beim 
Diabetes sind die Verhaltnisse nach Miiller und Gaenslein umgekehrt, 
und ebenso wird auch unter dem Einflu8 von Insulin der Gewebs- 
zucker héher als der Blutzucker. 

Es war nun von Interesse, die entsprechenden Verhaltnisse an 
unseren Tieren zu studieren. Allerdings stellte sich diesen Unter- 
suchungen zunéchst eine grobe Schwierigkeit in den Weg: es war bisher 


1) Hamburger und Brinkmann, diese Zeitschr. 88, 97, 1918. 
2) Miiller und Gaenslein, Miinch. med. Wochenschr. 1924, Nr. 6, S. 167. 














200 T. Seo: 


noch niemals gelungen, mit Hilfe von Cantharidenpflaster oder etwas 
Ahnlichem an der Haut des Kaninchens Blasen zu erzielen. Wir bemiihten 
uns deshalb zunachst, eine Kérperstelle ausfindig zu machen, die fii 
unsere Zwecke geeignet war. Nach vielen vergeblichen Versuchen 
erwies sich allein die Innenseite der Ohren als am geeignetsten. Aller- 
dings geht auch hier die Blasenbildung nur langsam vor sich: denn 
meist vergingen 4 bis 5 Stunden, bis sich eine mit geniigend Inhalt 
versehene Blase gebildet hatte. An anderen Stellen der Kaninchenhaut 
rief die Applikation von Canthariden nur starke Rétung hervor ohne 
wesentlichen Austritt von Gewebsfliissigkeit, selbst wenn wir das 
Pflaster 8 bis 10 Stunden oder gar bis zum nachsten Tage liegen lieBen 
Im Blaseninhalt bestimmten wir den Zucker ebenso mit der Bangschen 
Methode wie den Blutzucker. Dabei ergab sich, daB beim Kaninchen 
die Verhaltnisse umgekehrt liegen wie beim Menschen. In der Norm 
ist der Gewebszucker stets stwas héher als der Blutzucker. Nach det 
Unterbindung tritt allmahlich ein Ausgleich ein: Blut- und Gewebs- 
zucker sind fast gleich, und bei langerem Bestehen des sympathicotoni- 
schen Zustandes ist der Gewebszucker etwas niedriger als der Blut- 
zucker. Die Resultate unserer Versuche seien in folgender Tabelle 


wiedergegeben. 





Kaninchen B Kaninchen D Kaninchen I 


Blutzucker Gewebszucker Blutzucker Gewebszucker Blutzucker Gewebszucker 


Normales 

=a. 0,093 0,103 0,097 0,120 0,114 0.134 
Sympathi- 

cotonie . 0,129 0,125 0.115 O11 0,142 0,136 


Die Resultate stimmen in allen drei Versuchen gut iiberein, so dab 
wir annehmen diirfen, da beim Kaninchen die Verteilung des Zuckers 
im Blute und in den Gewebssiéften umgekehrt ist wie beim Menschen, 
und daB erst unter dem EinfluB der Sympathicotonie der Blutzucker 
héher wird als der Gewebszucker. 


Zusammenfassung. 


1. Cholin, Acetylcholin und Physostigmin bewirken beim normalen 
Kaninchen Blutzuckersteigerung. Kurze Zeit nach der Unterbindung 
des Pankreasganges ist die Wirkung des Giftes die gleiche. Bei langem 
Bestehen der Unterbindung verlieren aber die parasympathischen Gifte 
thre blutzuckersteigernde Wirkung, und zwar deshalb, weil bei den Tieren 
sich inzwischen ein Zustand von ausgesprochener Sympathicotonie ent- 


wickelt hat. 
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2. Intravenése Zufuhr von Calciumchlorid bewirkt beim normalen 
Tiere eine Steigerung des Blutzuckers, doch bleibt die Wirkung wesentlich 
hinter der von Adrenalin zuriick. 


3. Unterbrechung der duBeren Sekretion des Pankreas durch Unter- 
bindung und Durchschneidung des Ductus Wirsungiamus ruft eine Ver- 
schiebung der Elektrolyte im Blute hervor, so zwar, dag das Verhdltnis 
von K 'Ca gegeniiber der Norm betréchtlich ansteigt. Dieses Uberwiegen des 
Kaliums iiber das Calcium ist ganz charakteristisch fiir eine Reizung des 
Sympathicus. 

4. Das wird direkt bewiesen durch das Aujtreten von verhdltnisma Big 
groBen Mengen von Adrenalin im Blute nach Unterbindung des Pankreas- 
ganges. 

5. Ebenso wie das Ca nehmen auch die anorganischen Phosphate 
im Blute nach der Unterbindung ab. 

6. Das normale Kaninchen hat in seinem Blute weniger Zucker als 
in den Gewebssdften. Nach Eintritt der Sympathicotonie wird der Blut- 
zucker héher als der Gewebszucker. 


Die Arbeit ist aus Mitteln bestritten, die wir der Hojimi-Hoshi- 
Stiftung verdanken. 





‘ OL MO IT 











iber den Zuckerabbau in der mensechlichen Plazenta. 


Von 
Rintaro Tateyama. 


(Aus der chemischen Abteilung des Rudolf Virchow-Krankenhauses zu 
Berlin.) 


(Eingegangen am 29. Juli 1925.) 


So selbstverstandlich es ist, daB die Plazenta fiir die Entwicklung 
des Fétus von ausschlaggebender Bedeutung ist, so wenig sicher weib 
man heute, in welcher Form die durch das miitterliche Blut in die 
Plazenta strémenden Nahrstoffe dem kindlichen Organismus zugefiihrt 
werden, mit anderen Worten, welche Stoffwechselvorgiange sich inner- 
halb der Plazentarzellen abspielen. Man hat versucht, einen Einblick 
hierin zu gewinnen, indem man in der Plazenta nach den verschiedensten 
Fermenten gefahndet hat, mit dem Ergebnis, daB die Zahl der bisher 
gefundenen eine recht betrichtliche ist. Besonders gilt dies fiir die 
Gruppe der kohlenhydratspaltenden Fermente. Es ist sichergestellt, dab 
die Plazenta verhaltnismaBig reich an Diastase ist, und daB sie eine 
Lactase und eine Invertase, allerdings nur von geringer Wirksamkeit 
enthalt. Nur der Nachweis eines glykolytischen Fermentes ist bisher 
noch nicht mit Sicherheit gegliickt. Zwar vermuteten Bergell und Liep- 
mann *) in der Plazenta einen Abbau der Glucose; aber alle anderen 
Autoren, die sich mit dem gleichen Gegenstand beschaftigt hatten, 
waren zu einem vollig negativen Ergebnis gekommen. Nun unterliegt 
es keinem Zweifel, dab gerade die Glucose dasjenige Kohlenhydrat 
ist, das in weitaus gréBter Menge standig der Plazenta zugefiihrt wird. 
Ein Teil dieser Glucose wird sicherlich als Glykogen in der Plazenta 
gespeichert ; denn man findet es in jedem frischen Organ. Nach Mos- 
catti*) betragt seine Menge gleich nach der AusstoBung der Plazenta 
ungefahr 5mg pro 100g Substanz, so daB im ganzen frischen Organ 
etwa 2,5 bis 3,0 g Glykogen enthalten sein diirften. Der andere Teil 


1) Liepmann und Bergell, Miinch. med. Wochenschr. 1905, Nr. 46. 
*) Moscatti, Zeitschr. f. physiol. Chem. 53, 388, 1907. 
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der Glucose, welcher in der Plazenta der Glykogensynthese entgeht, 
tritt entweder in unveranderter Form in den Fétus iiber, oder er 
wird vielleicht in den Plazentarzéllen teilweise abgebaut. Doch fehlt 
hierfiir noch, wie gesagt, der strikte Beweis, und ebenso ist es gianzlich 
ungeklirt, welchen Weg der Zuckerabbau eventuell nehmen kénnte. 
Andererseits wissen wir, daB die Plazenta imstande ist, Abbauprodukte 
der Glucose weiter zu verandern. Dafiir spricht das Vorkommen einer 
Carboxylase, die Maeda') in ihr nachgewiesen hat. Denn er konnte 
zeigen, da} Brenztraubensaure, die im Einklange mit der von Newberg 
begriindeten Lehre auch nach den neuesten Untersuchungen von 
Meyerhof *) als ein Zwischenprodukt beim Abbau des Traubenzuckers 
im Muskel zu gelten hat, von der Plazenta weiter abgebaut wird. 

Alle Forscher, die sich bisher mit der Frage von dem Abbau der 
Glucose in der Plazenta beschaftigt hatten, waren bestrebt, eine Ab- 
nahme des zugesetzten Traubenzuckers zur Plazenta festzustellen. 
Diese Versuchsanordnung hat bisher, wie bereits oben gesagt, zu keinem 
sicheren Ergebnis gefiihrt. Ich habe deshalb auf Veranlassung von 
Herrn Prof. Wohlgemuth diese Frage auf einem ganz anderen Wege 
zu entscheiden versucht. 

Aus den fundamentalen Arbeiten von Neuberg und seinen Schiilern 
geht als unwiderlegliche Tatsache hervor, daB die Glucose bei ihrem 
Abbau durch Hefe *) die Acetaldehydstufe durchliuft, und daB auch 
in tierischen Organen wie Leber und Muskel*) sich der Zuckerabbau 
in der gleichen Richtung bewegt. Diese auBerst wichtige Entdeckung 
gelang ihm mit einer Methode, die ebenso sinnreich wie elegant war, 
und die es gestattet, den duBerst verianderlichen Acetaldehyd zum 
gréBten Teil zu fassen und zu bestimmen. Sie besteht darin, dab man 
dem Organbrei auBer dem Traubenzucker noch eine bestimmte Menge 
sekundares Calciumsulfit zusetzt. Dieses hat die Eigenschaft, den 
entstehenden Aldehyd fest an sich zu binden, ihn gleichsam in statu 
nascendi aus der Lésung abzufangen (Neubergs Abfangmethode). 
Danach kann man ihn aus seiner Bindung durch Zusatz geeigneter 
Mengen von CaCO, und CaCl, in Freiheit setzen und abdestillieren. 
Aus dem Destillat wird er zwecks Beseitigung etwa beigemengter fliich- 
tiger Substanzen, die seine spitere quantitative Bestimmung stéren 
kénnten, wie NH, und H,S durch Redestillation tiber H,SO, bzw. 
PbCO, isoliert und nun nach Umsetzung mit Hydroxylaminsulfat 
titrimetrisch quantitativ bestimmt. 


1) Maeda, diese Zeitschr. 148, 347, 1924. 

2) Meyerho/, Klin. Wochenschr. 4, 341, 1925 und diese Zeitschr. 157, 
459, 1925. 

‘) Neuberg und Reinfurth, ebendaselbst 89, 365, 1918. 

*) Neuberg und Gottschalk, ebendaselbst 146, 164, 1924. 
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Ich habe nun untersucht, ob die Plazenta '!) ebenso wie die Leber 
und der Muskel imstande ist, Glucose iiber Acetaldehyd abzubauen. 
Nachdem orientierende Vorversuche ein positives Resultat ergeben 
hatten, beschrankte ich mich nicht darauf, nur das Verhalten der Glu- 
cose zu studieren, sondern dehnte meine Versuche noch auf andere 
Zuckerarten aus, wie Glykogen, lésliche Starke, Kartoffelstarke, Weizen- 
stiirke, Rohrzucker, saccharosephosphorsaures Natrium und Milch- 
zucker. 

Im cinzelnen wurden die Versuche so ausgefiihrt, daB die Plazenta 
sehr bald nach ihrer AusstoBung in gréBere Stiicke zerschnitten, durch 
griindliches Waschen vom Blute befreit und zwecks vélliger Zer- 
kleinerung durch eine Fleischmaschine geschickt wurde. Nicht immer 
waren wir in der Lage, die Plazenta so schnell nach ihrer AusstoBung 
zu verarbeiten: manchmal vergingen viele Stunden bis zur Anstellung 
des Versuchs. Wir hatten aber nicht den Eindruck, daB dadurch die 
Wirksamkeit gelitten hatte. Nach der Zerkleinerung wurden vom 
Brei Portionen zu 50 g abgewogen und mit der doppelten Menge physio- 
logischer Kochsalzlésung verriihrt. In dieser Fliissigkeit war das zu 
untersuchende Kohlenhydrat in Mengen von 0,5 bis 1,0 g gelést worden. 
Dann gaben wir 2g sekundares Calciumsulfit zu, riihrten gut durch, 
fiigten nacheinander noch 0,5 g Optochin. bas. und 10 ccm eines Phos- 
phatgemisches von py, = 6,5 hinzu, schiittelten kraftig durch und stellten 
das Gemisch auf 18 Stunden in einen Brutschrank von 37°C. Gleich- 
zeitig lief immer eine Kontrolle ohne Zusatz eines Zuckers mit. Nach 
Ablauf der Frist wurde das Gemisch quantitativ in einen Destillations- 
kolben iibertragen, 5g CaCO, und 5g CaCl,, gelést in Wasser, zu- 
gegeben und nun der gebildete Acetaldehyd durch Dampf in eine mit 
etwas Wasser beschickte Vorlage iibergetrieben. Wenn die Acetaldehyd- 
bildung eine reichliche war, dauerte die Dampfdestillation etwa 30 bis 
40 Minuten. Zwecks Beseitigung des bei der Digestion gebildeten 
Ammoniaks, das bei der spateren Titration hatte stéren kénnen, wurden 
ein paar Tropfen 10 proz. Schwefelsiure zugesetzt und wieder destilliert 
und dieses Destillat iiber 0,5 g Bleicarbonat redestilliert, um Spuren 
von H,S zu eliminieren. Zu dem so gereinigten Destillat, dessen Menge 
nicht mehr als 20 cem betrug, wurde nach der Vorschrift von Newberg 
1,0cem einer 2 proz. Hydroxylaminsulfatlésung zugegeben und dann 
nach 60 Minuten langem Stehen bei 30° C mit n/10 NaOH gegen Methy!- 
orange als Indikator die frei gewordene Saéuremenge titriert. Aus 
unseren Protokollen seien einige Versuche hier wiedergegeben. Die 


1) Die Plazenten wurden uns von der Entbindungsanstalt des Rudclf 
Virchow-Krankenhauses in entgegenkommendster Weise geliefert, wofiir 
wir Herrn Prof. Dr. Stickel unseren ergebensten Dank aussprechen. 
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nachfolgenden Zahlen bedeuten Milligramm Acetaldehyd pro 100g 
Plazenta. 





Versuch 1. 
Kontrolle Glykogen Glucose 
2,112 44 7,832 


Versuch 2. 





Kontrolle Glykogen Glucose 


1.676 17,07 15,48 


Versuch 3. 





Kontrolle Rohrzucker soem ~~ eee Milcbzucker Glucose 
0.88 7,92 2,62 2,816 5,28 


Versuch 4. 





Kontrolle Lésliche Starke Kartoffelstirke Weizenstirke 


0,792 15,136 10.0 7,3 


Wir schen, da®B saimtliche von uns untersuchten Kohlenhydrate 
durch die Plazenta zu Acetaldehyd abgebaut werden. Dieser Abbau 
ist fiir die einzelnen Zuckerarten graduell verschieden, und es hat den 
Anschein, als ob auch die Plazentarzellen nicht immer in gleichem 
Sinne wirken. So ist im ersten Versuch die Glucose ein viel kraftigerer 
Acetaldehydbildner als im zweiten Versuch. In letzterem ist das Organ 
von ganz besonders starker Wirkung ; denn wir begegnen hier Acetaldeh yd- 
mengen, wie wir sie in keinem Falle sonst angetroffen haben. Von 
den Disacchariden liefert der Rohrzucker am meisten Acetaldehyd, 
von den untersuchten Polysacchariden, wenn wir vom Glykogen ab- 
sehen, die lésliche Starke. 

Die Schwankungen, denen wir in den Kontrollen begegnen, diirften 
wohl zuriickzufiihren sein auf den Gehalt der Plazenta an ecigenem 
Glykogen. Da dieses bald nach der AusstoBung verschwindet, so findet 
man auch in den Kontrollen, die von etwas alteren Plazenten stammen, 
weniger Acetaldehyd als in den ganz frischen. 


Wir haben nun weiter gepriift, ob auch in der Plazenta ebenso wie 
in Leber und Muskel durch die Gegenwart von Insulin die Acetaldehyd- 
bildung aus Traubenzucker geférdert wird. Das von uns benutzte 
Insulin stammte von Kahlbaum und wurde in einer Menge von 1,0 ccm 
der Versuchslésung -zugefiigt. Die Versuchsanordnung war die gleiche 
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wie in den anderen Versuchen. Als Beleg sei folgender Versuch mit- 





geteilt : 
Versuch 5. 
Kontrolle Glucose Glucose + Insulin 
2,112 7,832 10,032 


Die Wirkung des Insulins ist hier eine recht kraftige, doch war 
sie in anderen Versuchen eine viel schwachere. 

endlich haben wir noch in zwei Versuchen Aminoséuren auf ihre 
Fahigkeit untersucht, unter dem EinfluB von Plazentarbrei Acetaldehyd 
zu bilden. Nach den Feststellungen von Neuberg und Gottschalk ist 
Meerschweinchenleber imstande, aus a-Alanin Acetaldehyd zu bilden, 
nicht dagegen aus Glykokoll. Wir haben aufBer Alanin und Glykokoll 
noch Glutaminséure und Leucin daraufhin gepriift. Die Versuchs- 
anordnung war die gleiche wie in den anderen Versuchen. 


Versuch 6. 


a 





Kontrolle dl-Alanin Glykokoll | Glutaminsaure 
1,496 2,024 1,056 1,32 


Versuch 7. 





Kontrolle d-Alanin disAlanin Leucin 


1,056 1,232 1.056 1.056 


In dem ersten Versuch sehen wir nur nach dl-Alanin eine maBige 
Zunahme der Acetaldehydmenge, wahrend sie bei Glykokoll und Glut- 
aminsaure ausbleibt ; in dem zweiten Versuch hat sich nur fiir d-Alanin 
ein kleiner Zuwachs feststellen lassen, nicht dagegen fiir Leucin; auch 
dl-Alanin ist in diesem Falle wirkungslos geblieben. 

Zusammenfassend hat sich also ergeben, daB die Plazenta in 
der Tat imstande ist, Glucose abzubauen. Dies wurde einwandfrei 
nachgewiesen durch das Auftreten verhaltnismaiBig groBer Mengen 
von Acetaldehyd. Durch die Gegenwart von Insulin wird die Bildung 
von Acetaldehyd geférdert. Aber aicht nur Glucose, sondern auch Di- 
und Polysaccharide der verschiedensten Art werden von den Plazentar- 
zellen bis zum Acetaldehyd abgebaut. Ebenso ist die Plazenta imstande, 
aus dl-Alanin und d-Alanin geringe Mengen Acetaldehyd zu bilden. 


Die Arbeit ist aus Mitteln bestritten, die wir der Hojimi-Hoshi- 
Stiftung verdanken. 





Uber die Fermente in der menschlichen Brustdriise. 


Ve m 
Rintaro Tateyama. 


(Aus der chemischen Abteilung des Rudolf Virchow-Krankenhauses zu 
Berlin.) 


(Eingegangen am 29. Juli 1925.) 


Kein Driisenorgan im menschlichen Organismus ist einem so 
schroffen Wechsel in seiner Tatigkeit unterworfen wie die Brustdriise. 
Wahrend alle anderen Driisen eigentlich standig Arbeit zu leisten 
haben, die nur von mehr oder weniger kurzen Ruhepausen unterbrochen 
werden, wie z. B. die Leber, das Pankreas, die Magendriisen, findet 
sich die Brustdriise entweder in einem Zustand absoluter Ruhe oder 
wahrend der Lactation im Zustand ununterbrochener Tatigkeit. Das 
kommt schon auBerlich darin zum Ausdruck, dab, wenn nach der Ent- 
bindung die Brustdriisentatigkeit einsetzt meistens sogar schon 
wahrend der Schwangerschaft — das Organ an Umfang gewaltig wachst, 
so daB die GréBe der lactierenden Brust die der ruhenden gewoéhnlich 
um ein Vielfaches iibertrifft. Bei diesem enormen Wechsel in der Driisen- 
masse war es von Interesse festzustellen, wie der Fermentgehalt der 
menschlichen Brustdriise im Stadium der Ruhe und in voller Tatigkeit 
beschaffen ist. 

Uber diesen speziellen Gegenstand existieren bisher nur zwei nicht 
sonderlich erschépfende Arbeiten, wenn wir von der groBen Zahl aller 
derjenigen absehen, die darauf gerichtet waren, eine Erklarung fiir 
die Entstehung der typischen Bestandteile der Milch, des Caseins und 
des Milchzuckers zu finden. So hat Hildebrandt ') vergleichende Studien 
iiber das proteolytische Ferment an der menschlichen Brustdriise im 
Stadium der Ruhe und der Lactation angestellt und gefunden, dafi 
die lactierende Driise ‘viel. gréBere Quantitiaten an proteolytiscl.em 
Ferment enthialt als die ruhende. Diesen Befund' hat Grimmer 2), der 
aber ausschlieBlich an tierischem Material arbeitete, bestitigt und 


1) Hildebrandt, Hofmeisters Beitr. 1904, S. 463. 
2) Grimmer, diese Zeitschr. 53, 429, 1913. 
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weiterhin das Vorkommen einer Ereptase, Diastase, Monobutyrase, 
Oxydase, Salolase und Peroxydase festgestellt. 

Wir stellten unsere Versuche fast ausschlieBlich an menschlichen 
Brustdriisen an. Sie waren darauf gerichtet, zu ermitteln, welchen Fer- 
menten auBer dem proteolytischen man in ihr begegnet, und ob diese 
in der lactierenden Brustdriise in gréBerer Quantitat vorhanden sind 
als in der ruhenden. Die Driisen, die uns hierfiir zur Verfiigung standen, 
stammten von Frauenleichen, die etwa 24, bisweilen auch 48 Stunden 
im Kiihlraum gelegen hatten. Das Material wurde zunaichst von dem 
anhaftenden Fett und den GefiBen so gut wie irgend méglich befreit 
und dann zwecks Zerkleinerung mehrmals durch eine Fleischmaschine 
geschickt. Der Brei wurde dann mit der 1',fachen Menge physio- 
logischer Kochsalzlésung in der Reibeschale griindlichst verrieben, 
bis zum nachsten Tage im Eisschrank gehalten und nun das Extrakt 
gesondert, mitunter auch mitsamt dem zerkleinerten Gewebe zum 
Versuch verwandt. So haben wir die menschliche Brustdriise auf 
folgende Fermente untersucht: 


A. Von eiweiBspaltenden Fermenten Fibrinolyse, Gelatinase, 
peptolytisches Ferment, Nuclease. 

B. Von kohlenhydratspaltenden Fermenten — Diastase, Lactase, 
Glykolyse. 

C. Von fettspaltenden Fermenten — Tributyrase. 


D. Phenolase. 

A. Riweifispaliende Fermente. 

In Riicksicht darauf, daB durch die Untersuchungen von Hilde- 
brandt ein autolytisches Ferment sichergestellt und von Grimmer fiir 
tierische Milchdriisen bestiatigt war, bemiihten wir uns zunichst fest- 
zustellen, ob die menschliche Brustdriise nicht auch imstande ist, 
organfremdes EiweiB wie die leicht angreifbare Gelatine und das leicht 
verdauliche Fibrin abzubauen. Derartige Versuche sind bereits von 
Grimmer ausgefiihrt worden ohne positives Ergebnis. Auch wir konnten 
trotz mannigfacher Variation der Versuchs- und Reaktionsbedingungen 
weder den Abbau des Fibrins noch die Verfliissigung der Gelatine 
beobachten. 

Beziiglich der Protease meint Grimmer, daB ein prinzipieller Unter- 
schied zwischen der ruhenden und der lactierenden Milchdriise besteht 
insofern, als bei der Autolyse der lactierenden Driise im Autolysat 
stets Tryptophan sich findet, in dem der ruhenden Driise dagegen nicht. 
Diese Differenzierung erscheint nicht gerade iiberzeugend, wenn man 
bedenkt, daB Hildebrandt bei der Autolyse der ruhenden Driise stets 
Leucin und Tyrosin in gréBerer Menge fand und Grimmer selbst auch 
Glykokoll und Diaminosiéuren nachweisen konnte. Dieser Befund 
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besagt doch nichts anderes, als daB bei der Autolyse der ruhenden 
Driise das EiweiB bis in seine kleinsten Bausteine zerlegt wird. Nun 
ware es doch sonderbar, wenn bei éiner so tiefgehenden Spaltung gerade 
derjenige Komplex, der das Tryptophan enthalt, einer Zerlegung wider- 
stehen sollte. Man kénnte sich eher vorstellen, dab auch der tryptophan- 
haltige Komplex in seine einzelnen Bestandteile zerlegt wird, daB aber 
im Verlauf der weiteren Digestion das Tryptophan weiter abgebaut 
wird. DaB ein solcher Vorgang im Bereich der Méglichkeit liegt, geht 
aus der Beobachtung von Fr. Baum') hervor, wonach bei langerer 
Autolyse z. B. von Pankreas aus dem Indolkomplex sich eine Substanz 
abspaltet, das Scatosin, die keine Tryptophanreaktion mehr gibt. Ob 
bei der Autolyse der ruhenden Milchdriise ein ahnlicher Vorgang sich 
abspielt, ware nur so festzustellen, daB man wahrend des Versuchs in 
kurzen Zeitintervallen mittels Brom auf die Gegenwart von Tryptophan 
priift und feststellt, ob und wann die Reaktion positiv wird, und ob sie 
allmaéhlich wieder verschwindet. Da ich aus Mangel an Zeit diese 
iiber mehrere Monate sich erstreckende Untersuchung njcht ausfiihren 
konnte, begniigte ich mich festzustellen, ob ein Extrakt aus der ruhenden 
menschlichen Brustdriise imstande ist, ein Tryptophan enthaltendes 
Peptid, wie z. B. das Glycyl-Tryptophan, zu zerlegen. 

Ich habe derartige Versuche mit Extrakten sowohl aus ruhenden 
wie aus tatigen menschlichen Brustdriisen zu wiederholten Malen aus- 
gefiihrt und stets bei beiden eine intensive Spaltung feststellen konnen. 
Dabei ergab sich kein wesentlicher Unterschied in der Schnelligkeit 
der Spaltung zwischen den beiden Driisenarten. Es existiert also auch 
in der ruhenden menschlichen Brustdriise ein peptolytisches Ferment, 
das die Tatigkeit besitzt, Tryptophan aus einer peptidartigen Bindung 
herauszulésen. Das namliche Ferment haben Wohlgemuth und Strich *) 
sowohl in der Frauenmilch wie in der Kuh-, Ziegen-, Hund-, Kaninchen- 
und Meerschweinchenmilch gefunden, was spater von Warfield *) 
bestatigt wurde. Wenn Grimmer meint, daB gerade das Vorkommen 
dieses peptolytischen Ferments in der Milch ein Beweis fiir den von 
ihm als besonders charakteristisch bezeichneten Unterschied zwischen 
ruhender und tatiger Milchdriise ist, so liegt hierfiir jetzt keine Ver- 
anlassung mehr vor, nachdem uns der Nachweis desselben peptolytischen 
Ferments auch in der ruhenden Brustdriise gelungen ist. 


Weiterhin priifte ich, ob in der menschlichen Brustdriise ein Ferment 
enthalten ist, das Nucleinsdure spaltet. 


') Fr. Baum, Hofmeisters Beitr. 3, 439, 1903. 

2) Wohlqemuth und Strich, Sitzungsber. d. Kgl. Preu®B. Akad. d. Wiss. 
1910, S. 56. 

*) Warfield, Journ. of med. research 25, 235, 1911. 
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Bei dem enormen Kernzerfall, der sich in der Driise im Lactations- 
stadium vollzieht, war das Vorkommen einer Nuclease sehr wahr- 
scheinlich. Wenn das der Fall war, muBten sich in einem Gemisch von 
Driisenextrakt und Nucleinsiure Abbauprodukte derselben, also Xan- 
thinbasen und bei tiefgehender Spaltung anorganische Phosphorsdure 
nachweisen lassen; ich beschrankte mich auf den Nachweis der letzteren. 
Die Versuche wurden mit dem Na-Salz der Thymusnucleinsaure, in 
der Mehrzah! aber mit hefenucleinsaurem Natrium ausgefiihrt. Die 
Versuchsanordnung war so, daB 2,0 cem des in der oben beschriebenen 
Weise gewonnenen Driisenextraktes mit 5,0 cem einer 2 proz. Lésung 
von nucleinsaurem Natrium versetzt und unter Toluol 48 Stunden im 
Brutschrank gehalten wurden. Zur Kontrolle wurden 2,0 cem Extrakt 
mit 5,0cem Wasser und Toluol angesetzt, da ja das Extrakt selbst 
schon geringe Mengen praformierter anorganischer Phosphorséure 
enthielt. Nach Ablauf der Frist wurden beide Portionen zunachst auf 
gleichen Gehalt an nucleinsaurem Natrium und Wasser gebracht und 
dann in ihnen nach vorheriger Enteiweibung mit Trichloressigsiure 
unter Verwendung von 1,0 cem des wasserklaren Filtrats die Phosphor- 
siure nach dem Verfahren von Bell und Doisy kolorimetrisch bestimmt. 
In dieser Weise wurden sowohl ruhende wie tatige Brustdriisen unter- 
sucht. Das Resultat ist in Tabelle I mitgeteilt ; die hier wiedergegebenen 
Zahlen bedeuten Milligramme anorganischer Phosphorsiure pro | g 
Brustdriise. 





Tabelle I. 

Ruhende Driise Lactierende Driise 

Versuch sala ~~ Kontrol 

Kontrolle —_— Kontrolle Vineet 

mg mg 
l 26 84 44 240 
2 38 66 52 198 
3 32 98 48 210 
4 24 62 32 194 


Aus der Tabelle geht hervor, da die menschliche Brustdriise 
imstande ist, Nucleinsiure zu zerlegen, im ruhenden Zustande sowohl! 
wie ganz besonders im Stadium der Lactation. Hier iibertreffen die 
Versuchswerte die Kontrollen um das Vier- bis Sechsfache, wahrend 
bei der ruhenden Driise die Differenz nur das Zwei- bis Dreifache 
betragt.. 

Im AnschluB daran priiften wir, ob die Brustdriise auch befahigt 
ist, ein phosphoryliertes Kohlenhydrat zu zerlegen. Als solches 
verwandten wir nach Newberg und Pollak') synthetisch dargestelltes 


1) C. Newberg und H. Pollak, diese Zeitschrift 23, 515 und 26, 521, 1910 
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saccharosephosphorsaures Natrium. Die Versuchsanordnung war hier 
die gleiche wie in den Versuchen mit Nucleinsiure. 5ccem Extrakt 
wurden mit 0,1 g Natriumsalz, gelést im 10,0cem_ physiologischer 
Kochsalzlésung, versetzt und unter Toluol 48 Stunden im _ Brut- 
schrank gehalten. Daneben lief eine Kontrolle ohne das Salz. 
Nach Ablauf der Frist Ausgleich der Salz- und Wasserdifferenzen in 
beiden Portionen, EnteiweiBung mit Trichloressigsiure und quanti- 
tative Bestimmung der Phosphorséure kolorimetrisch nach Bell-Doisy 
in lcem des wasserklaren Filtrats. Das Resultat ist aus folgender 
Tabelle ersichtlich; auch hier bedeuten die Zahlen Milligramme an- 
organischer Phosphorséure entsprechend 1,0 g Driisensubstanz. 





Tabelle II. 
Ruhende Driise Lactierende Driise 
Versuch  amtans . , 
Kontrolle Vent Kontrolle a 
mg mg 
1 16 30 46 90 
2 20 32 34 62 
3 14 26 22 48 
4 22 42 28 44 


Auch hier sehen wir eine Abspaltung der Phosphorsiéure, doch 
ist sie nicht so umfangreich wie in den Versuchen mit Nucleinsiéure 
und sie ist auch in der lactierenden Brustdriise nicht viel gréBer als in 
der ruhenden. 


B. Kohlenhydratspaltende Fermente. 


Von diesen interessierte uns in erster Reihe die Diastase. 

Wahrend die Milch auf Diastase von einer groBen Zahl von Forschern 
untersucht worden ist, hat sich mit dem Vorkommen der Diastase in 
der Milchdriise bisher nur Grimmer beschiaftigt, und zwar erstrecken 
sich seine Untersuchungen ausschlieBlich auf Driisen von Tieren. Er 
fand die Diastase in der Milchdriise vom Rind, Schwein und Pferd; 
nur beim Schaf gelang ihm nicht der Nachweis, wenn er die Driise im 
ruhenden Zustand untersuchte; im Stadium der Lactation war sie da- 
gegen in maBigen Mengen nachweisbar. Beim Rinde scheinen die Ver- 
hialtnisse gerade umgekehrt zu liegen; hier sind die Diastasemengen 
in der ruhenden Driise gréBer als in dex lactierenden. Grobe Mengen 
an diastatischem Ferment wurden von ihm beim Schwein und beim 
Pferd nachgewiesen. 

Meine Untersuchungen an der menschlichen Brustdriise fiihrte 
ich mit Extrakten aus, die in der oben beschriebenen Weise hergestellt 
waren. Ich bediente mich dabei der quantitativen Reihenmethode von 
Wohlgemuth. Da nur verhaltnismaBig geringe Fermentmengen in den 

Biochemische Zeitschrift Band 163. 1) 
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Extrakten erwartet wurden, verwandte ich eine einpromillige Starke- 
lésung bei einer Versuchsdauer von 24 Stunden im Brutschrank. Das 
Resultat dieser Untersuchungen sei in Tabelle II] wiedergegeben. 





Tabelle I1l1. 
Ruhende Drise Lactierende Driise 
Versuch F 380 ’ 3a 
© 24h © 24h 
l 64 256 
2 64 256 
3 64 128 
4 64 256 
5 64 256 


Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB die menschliche Brustdriise 
Diastase enthalt, und zwar findet sie sich in der lactierenden in weit 
gréBerer Menge als in der ruhenden Driise. Denn wir sehen, da die 
Zahlen der lactierenden die der ruhenden bisweilen um das Vierfache 
iibertreffen. Um zu entscheiden, ob diese Menge groB zu nennen ist, 
brauchen wir ein Tertium comparationis. Das Gegebene hierfiir diirfte 
die Serumdiastase sein. Im menschlichen Blute, mit derselben Methode 
untersucht, schwanken die Werte zwischen ond = 128— 512. Ver- 
glichen mit den obigen Werten ergibt sich, daB die Diastase in der 
menschlichen Brustdriise wahrend der Lactation der des Blutes nicht 
viel nachsteht. Dabei ist zu beriicksichtigen, daB die in obiger 
Tabelle angefiihrten Werte sich auf den Extrakt, nicht auf die Driisen- 
substanz selbst beziehen. 

Sodann untersuchte ich, ob auch die Brustdriise imstande ist, 
Milchzucker in seine beiden Komponenten zu zerlegen, also eine Lactase 
enthalt. Nach unseren heutigen Anschauungen von der Reversibilitat 
der Fermente wire man berechtigt, bei einem positiven Ausfall der 
Versuche auf die Gegenwart eines Milchzucker synthetisierenden Fer- 
ments zu schlieBen. DaB ein solches in der Brustdriise vorhanden 
sein muB, unterliegt keinem Zweifel, nur fragt es sich, ob dessen Nach- 
weis im Reagenzglas zu fiihren ist. Denn man kann sich wohl vorstellen, 
daB innerhalb der sezernierenden Driisenzellen dieses Ferment volle 
Wirksamkeit besitzt, beim Herauslésen aus dem Zellverband aber 
seine Wirkung vollkommen einbiiBt. 

‘ Die Versuche setzte ich so an, daB ich lactierende Brustdriise 
griindlichst zerkleinerte, mit der doppelten Menge physiologischer 
Kochsalzlésung in der Reibeschale zu einem méglichst homogenen 


’ Brei verrieb und auf 50g dieses Breies 1,0 g Milchzucker, gelést in 


50ccm physiologischer Kochsalzlésung, zusetzte und dann nach Zufiigen 
von Toluol das Gemisch in den Brutschrank stellte. Zuvor wurde ein 
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aliquoter Teil entnommen und in ihm nach Bertrand die Anfangs- 
reduktion bestimmt, indem zur Entfernung der gréberen Gewebsteile 
scharf zentrifugiert, aus dem iiberstehenden Extrakt das in Lésung 
gegangene EiweifB mit kolloidalem Eisen beseitigt und in 5,0 ccm des 
wasserklaren Filtrats die reduzierte Kupfermenge ermittelt wurde. 
In der gleichen Weise wurde nach 24, 48 und 72 Stunden verfahren. 
Bei einer Spaltung der Lactose war eine Zunahme an reduziertem Kupfer 
zu erwarten. In allen meinen Versuchen mit menschlicher Brustdriise 
ergab sich niemals eine Zunahme der Reduktion, wohl aber in einigen 
Fallen eine deutliche Abnahme. Nur in einem einzigen Falle, in welchem 
ich einen Versuch mit der lactierenden Milchdriise einer Kuh in der 
oben beschriebenen Weise ansetzte, beobachtete ich eine deutliche 
Zunahme der reduzierenden Substanzen. Doch méchte ich auf dieses 
eine positive Resultat keinen entscheidenden Wert legen. 

Die Abnahme der reduzierenden Kraft in unseren Versuchen wies 
darauf hin, daB wahrend der Digestion ein Abbau des Milchzuckers 
stattgefunden haben muBte, ohne daB es vorher zu einer Zerlegung des 
Zuckers in seine beiden Komponenten gekommen war. Da8 ein solcher 
Vorgang méglich ist, wissen wir aus den Arbeiten von Willstaetter ') und 
seinen Mitarbeitern. Sie konnten sowohl fiir Lactose wie fiir Maltose 
zeigen, daf eine direkte Vergirung durch Hefe unter bestimmten Be- 
dingungen vor sich gehen kann, auch wenn Lactose und Maltose fehlen 
und keine Spaltung des Zuckers vorher eingetreten ist. Wenn die Brust- 
driise einer &hnlichen Wirkung fahig war, so muBten sich Abbauprodukte 
des Milchzuckers in der Digestionsfliissigkeit nachweisen lassen. Bis 
vor kurzem wire ein solcher Nachweis noch auf uniiberwindliche 
Schwierigkeiten gestoBen. Durch die grundlegenden Arbeiten von 
Neuberg und seinen Schiilern im letzten Jahre wissen wir aber, daB die 
Leber sowohl wie der Muskel imstande sind, Poly- und Disaccharide tiber 
Acetaldehyd abzubauen. Besonders nachgewiesen haben Neuberg und 
Gottschalk*) dieses fiir Glykogen, Hexosephosphat, Fructose und Glucose 
unter gleichzeitiger Bekanntgabe einer eleganten und sicher arbeitenden 
Methode zur quantitativen Bestimmung des Acetaldehyds. Sie besteht 
darin, daf man den zu untersuchenden Zucker mit Leber- oder 
Muskelbrei zusammenbringt und dem Verdauungsgemisch neben einem 
Desinfiziens eine bestimmte Menge sekundires Calciumsulfit zufiigt. 
Letzteres hat, wie Neuberg und Reinfurth*) fanden, die Eigenschaft, den 
beim Abbau des Zutkers entstehenden Acetaldehyd an sich zu reiben, 


1) R. Willstaetter und W. Steibelt, Zeitschr. f. physiol. Chem. 115, 211, 
1921; R. Willstaetter und G. Oppenheimer, ebendaselbst 118, 168, 1922. 

*) Neuberg und Gottschalk, diese Zeitschr. 146, 164, 1924. 

*) Neuberg und Reinfurth, ebendaselbst 89, 365, 1918. 
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ihn gleichsam aus der Lésung abzufangen und ihn vor weiterer Zer- 
setzung zu schiitzen (Neubergs Abjangverfahren). Nach Beendigung der 
Digestion kann dann durch Zusatz von Calciumcarbonat und Calcium- 
chlorid der Acetaldehyd wieder in Freiheit gesetzt, abdestilliert und 
nach Beseitigung von etwa gleichzeitig entstandenem NH, und von 
Spuren H,S durch Redestillation iber H,SO, und PbCQO, so isoliert 
werden, daB man ihn schlieBlich nach Umsetzen mit Hydroxylamin- 
sulfat titrimetrisch quantitativ bestimmen kann. 

Dieses sehr bequemen Verfahrens bedienten wir uns nun, um fest- 
zustellen, ob in demselben Sinne wie Leber und Muskel auch die mensch- 
liche Brustdriise imstande ist, verschiedene Zuckerarten abzubauen. 
Untersucht wurden von mir Milchzucker, Glucose und Galaktose. Die 
Versuchsanordnung wurde so gewahlt, daf das griindlichst zerkleinerte 
Gewebe der menschlichen Brustdriise mit der doppelten Menge physio- 
logischer Kochsalzlésung versetzt wurde, in der zuvor der zu unter- 
suchende Zucker gelést war. Meist verwandten wir 50g Driisen- 
substanz und 0,5g des jeweiligen Kohlenhydrats. Dazu kamen 2,0¢ 
sekundares Calciumsulfit, zur Verhinderung des Bakterienwachstums 
0,5 g Optochin. bas. und zur Erzielung einer geeigneten Reaktion 
10,0 cem eines Phosphatpuffers von py = 6,5. Das Gemisch wurde 
dann mehrmals kriftig durchgeschiittelt und auf 20 Stunden in den 
Brutschrank gestellt. Nach Ablauf der Frist geschah die weitere 
Verarbeitung in der oben beschriebenen Weise. Ich teile in Tabelle IV 
das Resultat von zwei Versuchsreihen mit. Die Zahlen bedeuten Milli- 
gramme’ Acetaldehyd pro 100 g Driisensubstanz. Die entsprechenden 
Kontrollen ohne Zucker enthielten nur Spuren von Acetaldehyd. 





Tabelle IV 
cr | Milehzucker ‘Glucose Galaktose 
Lactierende Brustdriise . 6,424 6,248 5,72 
Ruhende Brustdriise . . 2,024 1,748 1,144 


Aus unseren Versuchen ist ersichtlich, daB in der Tat die Brust- 
driise, besonders wahrend der Lactation, imstande ist, die von uns unter- 
suchten Zucker zu zersetzen, und zwar nimmt bei allen dreien der Abbau 
seinen Weg iiber den Acetaldehyd. Ob dem Abbau des Milchzuckers 
eine Spaltung in seine beiden Komponenten vorausgegangen ist oder 
nicht, kann man natiirlich nicht mit Sicherheit entscheiden. Da mir 
aber der Nachweis einer Lactase in der menschlichen Brustdriise niemals 
gelungen ist, méchte ich das letztere annehmen. Zwar sind die Versuche 
nur mit drei Zuckersorten ausgefiihrt worden; ich zweifle aber nicht, 
daB auch noch andere Zuckerarten von der Brustdriise abgebaut 


werden kénnen. 
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C. Fettspaltendes Ferment. 


Auf das Vorkommen einer Tributyrase ist die Milchdriise bisher 
noch nicht untersucht worden, wenngleich bei der weiten Verbreitung 
dieses Ferments im tierischen Organismus ihr Vorkommen dortselbst 
sehr wahrscheinlich war. Da auch in der Milch eine Tributyrase ent- 
halten ist, so war mit Sicherheit zu erwarten, daB zum mindesten in 
der lactierenden Driise dieses Ferment vorhanden sein wiirde. 


Ich habe daraufhin eine Reihe ruhender und lactierender mensch- 
licher Brustdriisen untersucht, einmal um festzustellen, ob Tributyrase 
in ihnen iiberhaupt enthalten ist, dann aber, ob sich irgendwelche 
Unterschiede fiir beide Stadien erkennen lassen. Als Extrakt diente 
mir das in der oben beschriebenen Weise hergestellte. 4,0ccm desselben 
wurden gemischt mit 25ccm Tributyrinlésung unter Zusatz eines 
Phosphatpuffers von py = 7,5. Die Versuche wurden samtlich bei 
Zimmertemperatur (20° C) ausgefiihrt. Gleichzeitig wurde der Einflu8 
von Chinin und Atoxyl gepriift unter jedesmaliger Verwendung von 
10 mg der betreffenden Substanz. Einen Teil meiner Resultate teile ich 
in Tabelle V mit. 





Tabelle V. 
Ruhende Driise Lactierende Druse 
Versuch 
Sofort BW’ on ov Diff. Sofort 3)’ or ov Diff 
l 122 116 114 110, 12 126 118 112 105 21 


+10 mg Chinin 141 136 | 132) «127 | 14 — -- — — _ 
+10 , Atoxyl | 1388 136 135) «#132; 6 | 126 120) 115) 111 5 

2 126 112 108 105 21 150 140) 135) «(130 5 
+ 10mg Chinin 129 121 «#117 «115 | 14 | 135 | 125 | 124 | 125 8 
+10 , Atoxyl 140) 138 135 132 8 148 143) 140) 140 8 

3 120 | 115 | 111 «108 | «11: | «122)—sd14 || 106 | 102, & 
+ 10mg Chinin 140 136 135 «132068 (156) 145s 140s 136 | 2 
+10, Atoxyl | 130) 128 | 126 125 56 | 145 #136 | 134 133 12 

1 120 116 112) 108 | 12 | 122 113 | 104 | 96) 26 
+ 10mg Chinin 130 127) «124 120 10) (148) «+143 | 130, 1200-28 
+10, Atoxy! 143. 140) «138 ))sO137 6 149 143 1380) «#2118 s«(3i1 


Aus den Zahlen geht hervor, daB in der ruhenden Driise die Tri- 
butyrase sich nur in geringer Menge findet, etwas reicher sind die tatigen 
Driisen ; aber auch hier ist die Fermentmenge nur eine maBige im Ver- 
gleich zu den Quantitaéten, die man im Blute anzutreffen pflegt. Be- 
ziiglich des Verhaltens zum Chinin und Atoxy! lassen sich in beiden 
Versuchsreihen keine wesentlichen Unterschiede erkennen. Wir sehen 
nur, daB die Tributyrase der Brustdriise sowohl chinin- wie atoxy]l- 
resistent ist; sie ist also von der des Serums wesentlich verschieden. 
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D. Phenolase. 

Bei gelegentlichen Fermentstudien an der Milch machten wir die 
Beobachtung, da in ihr eine Phenolase enthalten ist. Wir konnten 
feststellen, daB Frauenmilch sowohl wie Kuhmilch imstande sind, 
Brenzkatechin und Adrenalin zu oxydieren, wahrend Dioxyphenylanin 
nur sehr wenig angegriffen wurde. Deshalb untersuchten wir die mensch- 
liche Brustdriise auf das Vorkommen einer Phenolase und priiften, 
ob sich Unterschiede fiir die ruhende und tatige Driise erkennen lassen. 
Als Methode hierfiir bedienten wir uns der von Hizume') im hiesigen 
Laboratorium ausgearbeiteten Reihenmethode, die darin besteht, da8 
man absteigende Mengen der zu untersuchenden Fermentléisung mit 
je 1,0cem 1 proz. Brenzkatechinlésung versetzt und die Reihe auf 
bestimmte Zeit in den Brutschrank stellt. Nach Ablauf der Frist wird 
festgestellt, in welchem Glaschen noch eine Oxydation des Brenz- 
katechins zu erkennen ist. Als Versuchsdauer wahliten wir 2 Stunden 
im Wasserbad von 38°C. Das Resultat teile ich in Tabelle VI mit. 





Tabelle VI. 
RKuhende Druse Lactierende Driise 
Versuch phen = phen = 
1 32 32 
2 32 128 
< 16 16 
4 16 16 
5 16 32 


Aus der Tabelle geht hervor, daB die menschliche Brustdriise 
sowohl im ruhenden wie im tatigen Zustand eine Phenolase enthalt. 
Wesentliche Unterschiede zwischen den beiden Stadien haben sich 
nicht ergeben. Die Werte, die ich fiir Frauenmilch mit der gleichen 
Methode ermittelte, sind etwas geringer; in der bei weitem gréBten 
Zahl der Fille ergab sich ein Wert von Phen, = 16. Ebenso wie von 
der Milch wird auch von dem Driisenextrakt am leichtesten angegriffen 
das Brenzkatechin, etwas langsamer das Adrenalin und fast gar nicht 
das Dioxyphenylanalin. 


Zusammenfassung. 
1. Die ruhende menschliche Brustdriise ist ebenso imstande 
Glycyltryptophan zu zerlegen wie die lactierende. 
2. Es findet sich in ihr eine Nuclease, die besonders wirksam 
wiahrend der Lactation ist. Auch eine Phosphatase ist in ihr enthalten. 


1) Hizume, diese Zeitschr. 147, 216, 1924. 
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3. Die lactierende Driise enthilt weit gréBere Mengen an diasta- 
tischem Ferment als die ruhende. 

4. Sie ist imstande, versthiedene Zuckerarten iiber Acetaldehyd 
abzubauen. 

5. Sie enthalt eme Tributyrase, die sowohl gegen Chinin wie 
gegen Atoxyl resistent ist. 

6. Auch eine Phenolase hat sich in ihr nachweisen lassen, die 
Brenzkatechin und Adrenalin kraftig, Dioxyphenylalanin nur schwach 
zu oxydieren vermag. 


Die Arbeit ist aus Mitteln bestritten, die wir der Hojimi-Hoshi- 
Stiftung verdanken. 














Uber die 
individuelle Empfindlichkeit der Kaninchen gegen Insulin. 


Zugieich ein Beitrag zur Eichung der Priparate. 


Von 


Ernst Laqueur und S. E. de Jongh. 


(Aus dem pharmako-therapeutischen Laboratorium 
der Universitat zu Amsterdam.) 


(Eingegangen am 22. Juli 1925.) 


Noch immer ist das Kaninchen das Tier, an dem am meisten, ja 
beinahe ausschlieBlich die Starke des Insulins festgestellt wird. Trotz 
vieler Bemiihungen von verschiedenen Seiten hat sich bisher weder ein 
anderes Tier als vollwertiger Ersatz gefunden, noch war es méglich, 
was noch viel wiinschenswerter ware, an Stelle der Ausschlige am 
lebenden Tiere (Blutzuckererniedrigung, Krampfe, Temperatur- 
senkung usw.) eine Methode in vitro zur Standardisierung anzugeben. 

Die Eichung — ja, allgemein auch jede wissenschaftliche Unter- 
suchung — am Tier beruht auf folgender Uberlegung: 

nmg von StoffI (der im tibrigen chemisch nicht bekannt ist) 
rufen einen Effekt beim Tiere A hervor; n, mg von Stoff I, geben den- 
selben Effekt beim Tiere B; dann sind n, mg von I, gleichwertig n mg 
von I. Welche Voraussetzungen miissen erfillt sein, um diesen SchluB 
einigermaBen — wir miissen in der Biologie sehr bescheiden sein — 
zu rechtfertigen / 

1. Der als Kennzeichen gesetzte Effekt mu8 scharf und eindeutig 
festzustellen sein. 

2. Wird von Gleichwertigkeit gesprochen, so gilt als bewiesen: 
Praparate, die fahig sind, diesen einen Effekt hervorzurufen, sind auch 
gleich fahig, andere Effekte in gleichem AusmaBe hervorzurufen. 

3. Tier A verhalt sich stets gleich bei Zufuhr von n mg des Stoffes I. 

4. Tier B verhalt sich auch stets gleich wie Tier A bei n mg von I 
und stets gleich .gegeniiber n, mg des Stoffes I,. 

Ist das so? Jeder Verstandige weib, daB keine einzige dieser Vor- 
aussetzungen ganz erfiillt ist. Und doch, eine Fille von Arbeiten aus 
der Insulinliteratur benutzt den obigen Schlu8 unaufhérlich, nicht 
nur fiir Eichungen, sondern ganz allgemein. 
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Wir wollen im folgenden hauptsachlich iiber die Voraussetzungen 3 
und 4 sprechen, tiber die Voraussetzungen 1 und 2 aber an dieser 
Stelle schnell hinweggehen. 

Fiir unseren bestimmten Zweck setzen wir fest: 

1. Der bestimmte Effekt ist nach dem Vorbild von Banting usw. : 
Senken des Blutzuckers unter 0,50mg pro Kubikzentimeter Blut 
(bei Kaninchen, die 24 bis 18 Stunden gehungert haben und ungefiahr 
2 kg schwer sind) bzw. das Auftreten von Kriampfen, wobei angenommen 
werden darf, daB der Blutzucker auch unter die genannte Zahl ge- 
fallen ist. 

2. Andere Effekte als blutzuckersenkende bzw. krampfmachende 
(z. B. therapeutische) bleiben im Augenblick auBer Betrachtung. 

Voraussetzungen 3 und 4 sind kurz ausgedriickt zu bezeichnen als 
die Voraussetzungen der intra-individuellen bzw. der inter-individuellen 
Konstanz. 

Wie gesagt, weiB ein jeder, daB diese nicht besteht, und doch 
rechnet er damit, freilich mehr oder weniger. Aber fiir den Wert des 
wissenschaftlichen Schlusses kommt es eben nur auf das ,,mehr oder 
weniger® an. 

Es ist ohne weiteres klar, daB wenn Voraussetzungen 3 und 4 nicht 
absolut erfillt sind, ein Arbeiten mit je einem Tier sinnlos ist, und trotz- 
dem kommen, wie gesagt, wiederholt Schliisse auf Grund von Versuchen 
an einem Tiere vor. Sind aber Arbeiten an zwei oder drei Tieren viel 
besser ?/ 

Dieses Theoretisieren ist zwecklos; nétig ist, durch Versuche 
festzustellen, a) wieviel betragen die Abweichungen eines und desselben 
Individuums gegeniiber der gleichen Menge des gleichen Praparates 
in verschiedenen Zeiten, b) wieviel die Abweichungen verschiedener 
Individuen ihm gegeniiber zu gleichen Zeiten. 

Ergibt sich, dab die Konstanz eine geringe ist, die Abweichungen 
also ,,groB“‘ — ein noch zu definierendes Wort —, so erfolgt die weitere 
Frage: kénnen wir Faktoren ermitteln, von denen die Abweichungen 
abhangen bzw. lassen sich die Abweichungen verhindern, wenn wir 
diese Faktoren beherrschen. 

Es ist auffallend, daB mit dieser Scharfe die Fragen bisher kaum 
gestellt, geschweige beantwortet sind. 

Und wir miissen sofort eingestehen, eine exakte Antwort kénnen 
auch wir heute, trotz einer Reihe darauf gerichteter Versuche, noch nicht 
geben; wir wollen aber doch die bisherigen Erfahrungen mitteilen und 
hoffen, namentlich, wenn ahnliche Untersuchungen auch von anderen 
Stellen vorgenommen werden, zu befriedigenden Ergebnissen zu kommen. 

Solche waren wirklich schon allein unter dem Gesichtspunkt 
materieller wie geistiger Okonomie zu wiinschen. 
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Denn, wenn sich herausstellt, daB die ,,Streuungsbreite“ eine sehr 
bedeutende ist, dann diirften einerseits Untersuchungen an einem oder 
drei Tieren nicht gemacht werden, andererseits, wenn dies doch ge- 
schieht, brauchten sie jedenfalls nicht mehr gelesen zu werden. 

Unsere urspriingliche Frage: Besteht intra- und inter-individuelle 
Konstanz ? hat sich erweitert, denn die Antwort kénnte nur ja oder nein 
lauten. Da das Nein wahrscheinlicher ist, wollen wir lieber sogleich 
fragen: Wie groB sind die Abweichungen zwischen den Reaktionen bei 
demselben Individuum (GréBe der intra-individuellen Unterschiede) 
und wie die Abweichungen zwischen verschiedenen Individuen (GréBe 
der inter-individuellen Unterschiede). 

Wir bediirfen dann nicht nur einer Grenzfestsetzung, eines alter- 
nativen Merkmals, wie z. B. Auftreten von Kriimpfen oder Ausbleiben, 
Senken des Blutzuckers unter 0,50 Prom., oder Erhaltenbleiben eines 
héheren Niveaus, wir brauchen einen Mafstab. Wir wiahlen dazu 
wieder den Blutzucker, und zwar nehmen wir an, daB die Abweichung 
in der Reaktion um so gréBer ist, je weiter die Blutzuckerwerte ausein- 
ander liegen, die bei den zu vergleichenden Injektionen erreicht werden. 

Man muB sich dabei klar sein, daB man auf diese Weise sagen kann, 
nicht nur: die Wirkungen sind verschieden, sondern auch die Ungleich- 
heit ist’ groB oder klein, und man kann so verschiedene Wirkungen 
untereinander vergleichen, und z. B. aussagen, in diesem Falle ist die 
Reaktion viel starker als in einem zweiten, wo sie wiederum schwacher 
war, verglichen mit cinem dritten usw. Aber ein genaueres quanti- 
tatives Urteil, in dem Sinne: sie ist zwei- oder viermal so groB usw.., 
ist nicht médglich oder hat jedenfalls keinen rechten Sinn, ohne 
genauere, nur schwer auffindbare Definition. Denn es lassen sich nicht 
nur hier, sondern iiberhaupt bei Wirkungen kaum bestimmte Hinheiten 
der Wirkung angeben. Wie man sich gegebenenfalls durch Einschaltung 
einer neuen Beziehung, namentlich der von Dosis und Wirkung, doch 
helfen kann, davon spiter. Hier sei nur gesagt, daB sich MaBstabe 
von irgendwie allgemeiner Anwendbarkeit nur auffinden lassen, wenn 
unsere beiden Fragen nach den individuellen Unterschieden zu einer 
gewissen Lésung gebracht sind. 


I. Die Frave nach der intra-individuellen Konstanz, oder einfach, wie verhilt 
sich dasselbe Tier derselben Dosis gegeniiber? 

Clough"), Dudley®) und vor allem Stross und Wiechowski*) haben 

die groBe Konstanz desselben Individuums behauptet. Die beiden 

letzten Autoren haben seinerzeit auf dem Kissinger KongreB 1924 von 


1) Clough, Allen, Root, Amer. Journ. of Physiol. 66, 461, 1923. 
2) Dudley, Biochem. Journ. 17, 376, 1923. 
8) Verhandl. d. 36. Kongr. f. inn. Med. 36, 129. 
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Versuchen berichtet, aus denen die véllig gleichmaBige Wirkung der- 
selben Insulindosis beim gleichen Tiere hervorging. Die Empfindlichkeit 
eines Tieres gegen Insulin soll sé charakteristisch fiir dieses sein, daB die 
Wirkung des Insulins auch durch verschiedene Ernihrung des Tieres 
nicht beeinfluBt wird. Wir sind mit anderen Untersuchern der Meinung, 
daB dies nicht richtig ist ; daB ,,alkalische“‘ Ernihrung die Empfindlich- 
keit vergréBern, ,,saure“ sie vermindern kann.[ Abderhalden'), Fraser®)}. 
Aber abgesehen von solchen absichtlichen Anderungen, ja auch gerade 
bei Konstanthalten der Versuchsbedingungen ergeben sich nach unseren 
Versuchen Unterschiede in der Reaktionsweise, und zwar genau dem 
gleichen Priparat gegeniiber, das entweder bereits gelést, im Eis- 
schrank gehalten oder als Trockensubstanz bewahrt, als konstent 
anzusehen ist. 


Zur Technik fiir diesen und die folgenden Versuche sei bemerkt, daB 
die Tiere vor dem Versuch immer 18 Stunden hungerten, mit Hafer und 
Heu und etwas Brot gefiittert wurden, nur ganz geringe Mengen Griin dabei 
erhielten. Die Zuckerbestimmungen wurden mit 1 cem Blut nach Folin 
und Wu in Doppelbestimmungen gegeniiber 0,1 und 0,2,Prom. Glucose- 
lésungen ausgefiihrt; in einer Reihe von Fillen ist mit nur etwa 0,1 bis 
0,2 cem Blut gearbeitet, das dann nachher mit der Torsionswage gewogen 
und nach Hagedorn-Jensen in der Modifikation von Rothmann und Dresel*) 
bestimmt wurde. Die Insulineinspritzung geschah mit dem gleichen Volumen 
{1 cem) unter die Haut unmittelbar nach der Anfangsblutzuckerbestimmung, 
1 bzw. 2 und 4 Stunden spiter erfolgten weitere Bestimmungen. Als Insulin 
wurde, wenn nichts anderes vermerkt, Jnsulin neerlandicum Organon 
benutzt. Traten Krampfe innerhalb der ersten 2 Stunden auf, so wurde 
von den Zuckerbestimmungen abgesehen, und durch Einspritzung von 
20cem 20proz. Glucose das Tier méglichst schnell wieder zur Norm 
zuriickgefiihrt. 

Die Tiere wurden friihesters am achten Tage wieder zu neuen Versuchen 
benutzt, éfter auch spiater. 

Die Forderung von Stross und Wiechowski, die gleichen Tiere erst am 
zehnten Tage wieder zu benutzen, scheint uns und auch anderen Autoren 
vielleicht iiberfliissig streng. Bei dem folgenden Versuch iiber die intra- 
individuelle Konstanz haben wir sie erfiillt oder sind sogar noch dariiber 
hinausgegangen. 

Jedes Tier erhielt bei jedem Versuch etwa dieselbe Verdiinnung 
eines Priparates von Insulin neerlandicum (Nr. 1122), 

Aus der Tabelle I ersieht man, daB die GleichmaBigkeit in der 
Reaktion desselben Individuums eine ziemlich groBe, aber keineswegs 
eine absolute ist. Bei dem ersten Gebrauch wird von allen Tieren die 
Krampfgrenze erreicht (Senkung des Blutzuckers unter 0,49) bei der 
dritten Einspritzung von keinem; bei der zweiten Einspritzung ist die 


1) Pfliigers Arch. 208 u. f. 
*) Zitiert nach Ber. iiber d. ges. Physiol. 21, 


5. 


58 
3) E. Dingemanse, diese Zeitschr. 154, 316, 1924. 
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Tabelle I. 
Kaninchen Datum Vor der Nach Nach Nach 
‘ Injektion 1 Stunde 2 Stunden 4 Stunden 
Nr. 1924 
46 3. V. 1,09 0,48 0,46 0,45 
14. V. 1,15 0,48 0,34 0,47 
26. V. 1,09 0,57 0,57 1,10 
76 3. V. 1,36 —_ 0,43 0,45 
14, V. 1,32 0,57 0,54 0,56 
26. V. 1.23 07 0,56 1,12 
77  o. 1,03 0.45 0,46 0.57 
14. V. 1,08 0,44 0,34 0,64 
26. V. 1,02 0,64 0,53 0,60 


Wirkung bei zwei Tieren starker als bei der ersten, auch das Erreichen 
des normalen Blutzuckergehaltes geht bei zwei Tieren bei der dritten 
Einspritzung viel schneller. 

Also es besteht wohl eine gewisse GleichmaBigkeit in der Reaktion 
desselben Individuums, aber sie ist durchaus nicht vollkommen. 

Ware es nicht voreilig, aus neun Versuchen an drei Tieren einen 
SchluB zu ziehen hinsichtlich der individuellen Unterschiede, so wiirde 
man sagen: dieser ist sehr gering, und die Reaktionen desselben Tieres 
weichen an verschiedenen Tagen starker voneinander ab, als die 
Reaktionen verschiedener Tiere am gleichen Tage; also die intra- 
individuelle Verschiedenheit ist gréBer als die inter-individuelle. 

In einer gréBeren Versuchsreihe ad hoc angestellt, hat sich 
dieser Eindruck bestatigt, obwohl wir auch jetzt, trotz unseres groBen 
Materials, das wohl aus mehr als 7000 Einspritzungen besteht, nicht 
mehr als von einem Eindruck sprechen wollen. 

Nun aber zuniachst nochmals die erste Hauptfrage: inwieweit ist 
von einer Konstanz desselben Individuums hinsichtlich seiner 
Empfindlichkeit gegen Insulin zu sprechen ? 

Dazu schienen uns die obigen Versuche nicht ausreichend, und so 
haben wir einer viel gréBeren Menge Kaninchen drei- oder viermal 
dieselbe Dosis desselben Priparates eingespritzt. Wir geben die 
Versuche hier im Text etwas abgekiirzt wieder, ohne die einzelnen 
Blutzuckerbestimmungen anzufiihren (wegen der Originalwerte siehe 
Tabelle im Anhang). 

Wir bezeichnen die Ergebnisse kurz in folgender Weise: mit ———, 
wenn die tiefste Blutzuckersenkung innerhalb 4 Stunden nach der 
Einspritzung nicht unter 0,95 mg pro Kubikzentimeter liegt bzw. auch 
bei niedrigerem Anfangsblutzucker, wenn die Senkung nicht mehr als 
0,10 mg pro Kubikzentimeter unter den Anfangsblutzuckerwert betragt ; 
mit ——, wenn der tiefste Wert zwischen 0,95 und 0,80 liegt und die 
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Senkung wenigstens 0,10 mg pro Kubikzentimeter unter dem Anfangs- 
wert liegt; mit —, wenn zwischen 0,80 und 0,65; mit +, wenn zwischen 
0,65 und 0,50; mit ++, wenn zwischen 0,50 und 0,40; und mit +++, 
wenn unter 0,40; mit k, wenn Krampfe aufgetreten sind. Wir haben 
willkirlich, nur um sechs +-Zeichen zu vermeiden, den Nullpunkt 
bei 0,65 angenommen (zu vergleichen mit dem Nullpunkt der Fahrenheit- 
skala). 

Tabelle II gibt dann eine kurze Zusammenstellung der Ergebnisse, 
sie ist ohne weiteres verstindlich. Es sind alle Gewichte, Anfangs-usw..- 





Tabelle II. 
A viermal benutzt. 
Nr 1 mal 2 mal 3mal 4mal 
16 k k k k 
70 —_——— k k h 
206 + +4 1 4. + k 
2 ‘amie uk. a ais 4s 
51 k —_— —— k — 
163 - + + ttt TT FT 
173 k k k k 
249 ++4 + + + k k 
72 ' k k k 
74 + ee 4 n 
78 — k k + 
110 + k k + + 
118 + k + + ++ 
129 — — — ++ 4 + +4 k 
136 + k k k 
208 oe 2 P+ T + 


B dreimal benutzt. 





Nr 1 mal 2 mal 3 mal Nr. 1 mal 2 mal 3 mal 
50 k k k 75 + 4 k k 

101 | ——— k k 122 k k k 
Sey Pa +4] 123 k k k 
15 k k k 199 k — h 
25 k k ++ 216 + + k k 
68 k k k 236 - k k 





C zweimal benutzt. 





Nr. 1 mal 2 mal 
134 -- 
240 sina k 

20 k k 





_ ones 
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blutzuckerwerte weggelassen. 1, 2 usw. bedeutet die wievielte Ein- 
spritzung statthat. Am achten oder neunten Tage nach der Einspritzung 
ist sie wiederholt worden; im itibrigen bezieht sich ein-, zwei-usw.- 
mal nur auf diesen Versuch, denn die Tiere waren friiher zum Teil 
wohl zu anderen Versuchen mit anderen Priparaten, bzw. auch mit diesem 
Praparat, aber mit anderer Dosierung gebraucht worden (Tabelle I). 

Aus dieser Ubersicht ergibt sich folgendes: Es wurden 31 ver- 
schiedene Tiere zusammen zu 106 Versuchen benutzt, und zwar wurde 

16 Tieren viermal, 12 Tieren dreimal, dreien nur zweimal dieselbe 
Dosis desselben Priaparates eingespritzt. Gewahlt wurde eine Dosis, 
die in der bisherigen tiblichen Nomenklatur 14 Krampfgrenzdosen 
= 41, urspriingliche klinische Einheiten betrug; also Mengen, wovon 
zwei Drittel geniigen sollen, um bei 75 Proz. der benutzten Tiere die 
sogenannte Krampfgrenze, Senkung des Blutzuckers unter 0,50 
(eigentlich +- 0,45 Prom.) oder Krampfe hervorzubringen. Die Trocken- 
substanz des Praparates betrug pro Einheit 0,133 mg. 

Ein Blick auf die Tabelle lehrt, daf von einer Konstanz des Indi- 
viduums nicht die Rede ist. Genauere Durchsicht zeigt das folgende: 
Von den Tieren (Gruppe A), die viermal benutzt wurden, haben nur 
drei alle viermal sich gleich verhalten; von den dann iibrigen 13 Tieren 
haben sieben sich wenigstens dreimal gleich und sechs endlich zweimal 
gleich verhalten; von den Tieren (Gruppe B), die dreimal dieselbe 
Dosis erhalten haben, haben sich sieben Tiere dreimal gleich verhalten 
und fiinf wenigstens zweimal gleich; von den drei Tieren (Gruppe C), 
denen zweimal eingespritzt wurde, hat nur eins sich beide Male gleich 
betragen. 

Um prozentische Verhaltnisse anzugeben, sind die Gesamtzahlen 
zu klein; héchstens sind die zwei Angaben vielleicht eindrucksvoll, 
da8 nimlich bei den viermal gleich behandelten Tieren noch nicht 
ein Fiinftel jedesmal gleich reagierte, und von den ganzen 28, wenigstens 
dreimal gleich behandelten, nur etwas iiber die Halfte, 58 Proz., dreimal 
sich gleichmaBig betragen haben. 

Wir sehen aber auf dieser Tabelle auch noch mehr in quantitativer 
Beziehung; es kénnen niamlich bei demselben Individuum die gréBten 
iiberhaupt méglichen Abweichungen vorkommen, z. B. Nr. 51 reagiert 
abwechselnd zweimal hintereinander vdéllig negativ und dann mit 
Krampfen. Tier 12 zweimal ganz negativ und dann stark positiv. 
Tier 240 einmal ganz negativ, das nichste Mal mit Krampfen. 

Wir kommen also zu dem Ergebnis, daB ein konstantes Verhalten 
desselben Individwums gegeniiber derselben Dosis desselben Priéparats 
nicht vorliegt. : 

Dabei sind durch unsere obigen Definitionen die Grenzen der 
Reaktionsweisen, innerhalb welcher wir das Verhalten konstant nennen, 
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ziemlich weite; denn wir nannten konstant, wenn der Blutzucker 
z. B. einmal auf 0,39 Prom. und das nachste Mal auf 0,23 Prom., oder 
wenn er einmal 0,51, das nichstt Mal 0,64 Prom. erreicht. Andererseits 
ist durch diese willkiirliche Grenzsetzung die Méglichkeit gegeben, 
daB als deutliche Unterschiede der Reaktionsweise angegeben werden 
solche Differenzen, die vielleicht tatsachlich nicht sehr groB sind. 

Ein Blick auf Tabelle II lehrt aber, daB, insofern Unterschiede 
sich tiberhaupt bemerkbar machen, diese meist recht groB sind, 
d. h. daB die verschiedenen Reaktionsweisen nach unserer Skala meist 
nicht einmal benachbarte sind: z. B. +++ und +--+, oder + und —, 
sondern daB sie recht weit auseinander liegen, siehe z. B. Nr. 206, 
251, 165, 74 usw., wo +-+-+ neben ——— steht, und dergleichen. 
Auch wenn wir als ,,gleiches“* Verhalten desselben Tieres bezeichnen, 
nicht nur, wenn die Reaktionsweise die ,,gleichen“ nach unserer Skala 
sind, sondern auch wenn sie sich wenigstens noch innerhalb der benach- 
barten Grenzen unterbringen lassen (also z. B. ++ und + als gleich 
aufgefaBt werden), andert sich das Resultat nicht wesentlich. Denn 
unter den 16 viermal gleich behandelten Tieren sind dann auch nur 
fiinf (statt drei bei der engeren Definition von ,,gleich“‘), die sich alle 
vier Mal gleich verhalten. 

Es besteht also nicht der mindeste Zweifel an dem Vorhandensein 
betrachtlicher intra-individueller Unterschiede. 

Wie grof sind sie? 

Die Frage ist nur zu beantworten, wenn wir einen Mafstab haben. 

Um die GréBe dieser Unterschiede zu messen, bestehen zwei Méglich- 
keiten, deren eine in nuce unseren bisherigen Besprechungen zugrunde 
liegt. 

Diese eine ist, daB die Dosis festgehalten wird, man also immer die- 
selbe gebraucht, und die Abweichung in der Reaktionsweise bestimmt. 
Ist durch andere Versuche bekannt, welche Reaktionsweise einer be- 
stimmten GréBe der Dosis entspricht, so kann das Verhaltnis der 
angewandten Dosis zu der Dosis, die der abweichenden Reaktion ent- 
spricht, als MaB der Abweichung dienen. Ware z. B. durch gentigende 
Versuche festgelegt, daB eine Senkung des Blutzuckers auf z. B. 
0,70 Prom. im allgemeinen der Reaktion einer Einspritzung von einer 
halben Einheit entspricht, und wir geben einem Tier wiederholt drei Ein- 
heiten, und es reagiert damit auch wiederholt, wie zu erwarten, mit 
Senkungen unter die Krampfgrenze, dann aber auf einmal nur mit 
einer Senkung auf 0,70 Prom., dann kénnen wir sagen, diese Reaktion 
ist nur ein Sechstel so stark als zu erwarten. 

Ein zweite Méglichkeit, die Abweichung zu messen, ist, daB man 
die Menge desselben Praparates variiert. Man kann dann unmittelbar, 
wenn die Reaktionsweise auf verschiedene Dosen die gleiche ist, die 
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GréBe der Abweichung als GréBenunterschied der Dosen ausdriicken. 
Wir haben auch solche Versuche gelegentlich der Bestimmungen der 
Konzentrationswirkungskurve!) getan. Bei 145 Versuchen an 30 Tieren, 
denen je fiinfmal dasselbe Priparat eingespritzt wurde, aber in 
wechselnden Mengen, die im Verhialtnis 1:2:3:4:5  standen, 
fanden wir, daf einzelne (Nr. 4) mit der Dosis 5 und 2 gleich stark 
reagierten, mit 4 und 3 also schwacher als mit Dosis 2 usw.; ja auch 
kamen Falle vor (Nr. 129), wo ein Tier, das sonst mit fallender Dosis 
schwiacher reagierte, mit der geringsten Dosis 1 den starksten Erfolg 
zeigte. Also die Abweichung vom Erwarteten war hier auf mindestens 
5 zu setzen. 

Ohne nun genauer auf diese quantitativen Verhiltnisse ein- 
zugehen — denn um hier wirklich Genaueres zu sagen, miiBte die 
Zahl der Versuche vielleicht noch zehnmal so groB sein, und es ist fraglich, 
ob dies sich der Miihe lohnte —, kénnen diese letzten Versuche auch 
wieder beweisen, da8 die intra-individuellen Abweichungen sehr be- 
triichtlich sein kénnen. Gerade diese letzten hier nur angedeuteten 
Versuche: daB ein Tier mit einer schwacheren Dosis starker reagieren 
kann, als mit einer gréBeren, zwingt zu dem fiir die wissenschaftliche 
Praxis fiir alle Insulinuntersuchungen wichtigen SchluB: es beweist 
gar nichts, wenn man das eine oder andere Mal mit bestimmten Faktoren, 
Behandlungen usw. Ergebnisse erhalt, die z. B. gréBer sind, als in 
anderen Fallen, und es ist unberechtigt, auf die Bedeutung dieser 
Faktoren usw. Wert zu legen, solange sie nicht durch eine groBe Anzahl 
von Versuchen als wesentlich erwiesen sind. 

Kénnen wir Griinde angeben, warum sich das Tier das eine Mal so 
und das andere Mal anders verhalt ? 

1. Man denkt zuerst, ob das Gewicht konstant geblieben ? 

Bei mehr als der Halfte der wiederholt gleich behandelten Tiere — 
17 von $1 — war dies innerhalb 7 Proz. konstant; bei einem Viertel 
sogar innerhalb von 3,5 Proz. Bei den 14 tibrigen Tieren war das Gewicht 
bei sieben innerhalb 10,5 Proz., bei fiinf innerhalb 14 Proz. konstant, 
und nur bei zwei kommen Unterschiede bis zu 25 Proz. vor. 

Es lag die Vermutung nahe, dab die Tiere, wenn sie abgenommen 
haben, starker reagieren werden. Es zeigt sich aber, daB dies durchaus 
nicht der Fall ist. 

Sofern nimlich ein Gewichtsunterschied tiberhaupt  vorliegt, 
und zwar ein solcher von mehr als 5 Proz., dann ergibt sich, daB 41 mal 
die Reaktionsweise stairker war zu der Zeit, als die Tiere schwerer 
waren, und nur 18mal die Reaktion starker war, als sie leichter 


1) Siehe die zweitfolgende Mitteilung in diesem Hefte. 
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waren (wegen der Einzelheiten sei auf die Tabelle VII im Anhang 
verwiesen). 

Wie wenig das Gewicht von Einflu8 zu sein braucht, sieht man z. B. bei 
Tier 236. Als ihm daserstemal (es war vorher schon zu anderen Versuchen 
benutzt) die bei unserem Versuch festgehaltene Dosis eingespritzt wurde, 
reagierte es relativ schwach, wog 2,25 kg, das zweitemal hatte es abgenommen, 
und zwar um 15,6 Proz., wog nur 1,9 kg und reagierte mit Krampf. Das 
drittemal hatte es aber nicht nur den Gewichtsverlust eingeholt, sondern 
sogar iiber das erste Gewicht zugenommen; die Gewichtszunahme gegen- 
iiber dem zweitenmal betrug 24,2 Proz., es wog 2,36 kg; es reagierte aber 
wiederum mit Krampf. 

Ahnliches gilt fiir Tier 2. Das zweitemal hat es bei unverindertem 
Gewicht (1,83) sehr stark mit Blutzuckererniedrigung auf 0,28 reagiert, 
wo es das erstemal (1,80 kg) gar nicht reagierte, d. h. der Blutzucker iiber 
1,00 blieb; das niichste Mal, als das Gewicht iiber 10 Proz. zugenommen 
(auf 2,02 kg), reagierte es deutlich, Senkung auf 0,69 von einem Anfangs- 
blutzucker von 1,40, und das letztemal wieder sehr stark mit Senkung auf 
0,37, obwohl das Gewicht etwas héher als das erstemal war (1,88 kg). 

Auch Tier 173 blieb stets bei starker Reaktion (Krampf), obwohl das 
Gewicht mit 10 Proz. zunahm, 

Tier 78 zeigt das zweitemal bei einer Gewichtszunahme von fast 
10 Proz. starke Zunahme der Reaktion, Krampf gegeniiber einer Senkung 
des Blutzuckers auf 0,69 beim ersten Versuch, das dritteml wieder Krampf 
bei einer leichten Gewichtsabnahme um 4,8 Proz., aber immer noch eine 
Zunahme von 4,5 Proz. gegen das erstemal; und das viertemal zeigte es 
wieder nur eine schwache Roaktion, Senkung auf 0,63, wo das Gewicht 
wieder um 8,6 Proz. zugenommen hatte, und sogar um 13,5 Proz. gegen die 
erste Benutzung. 

Also es geht aus den angefiihrten Zahlen zur Geniige hervor, da8 
die Gewichtsverdnderung in den angegebenen Grenzen keinen wesentlichen 
Einflug hatte. 

2. Die zweite Méglichkeit, welche die verschiedene intra-individuelle 
Reaktion erkliren kénnte, ist Verschiedenheit des Anjangsblutzuckers. 
Dieser kénnte in dem Sinne eine Rolle spielen, daB, wenn er niedriger 
ist, die Reaktion starker wird. Tatsachlich scheint dies auch der Fall, 
aber iiber das ,,scheint‘’ kommen wir auch nicht hinaus, und einen 
bestimmenden Einflu8 kénnen wir auch dem Anfangsblutzucker nicht 
geben. Denn das Gesamtergebnis ist folgendes: sofern der Anfangs- 
blutzucker im Laufe der Versuchsperiode Unterschiede iiber 0,10 Prom., 
d. h. tiber 0,1 mg pro Kubikzentimeter Blut bei den verschiedenen 
Bestimmungen zeigt, war bei dem niedrigen Anfangsblutzucker die 
Reaktion 29mal starker, aber auch 16mal schwdicher. 

Fiir beides wieder einige Beispiele: z. B. Tier 129 zeigt das erstemal 
bei einem Anfangsbiutzucker von 1,07 iiberhaupt keine Wirkung, der Blut- 
zucker blieb 1,07, das zweitemal bei einem Anfangsblutzucker von 0,72 


trat Senkung auf 0,38 ein, das drittemal bei Anfangsblutzucker von 0,93 
Senkung auf 0,39, also beide Male ist die starkere Reaktion bei niedrigem 
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Beginnblutzucker; das letztemal war aber die Reaktion ebenso stark: 
Senkung auf 0,32, nachher noch Krampf, obwohl der Beginnblutzucker 
1,09 war. 

Bei Tier 208 ist die erste Reaktion ++, Senkung des Blutzuckers 
auf 0,43 von 1,41, das dritte- und viertemal aber schwaches Sinken auf 
0,58 bzw. 0,54, obwohl der Anfangsblutzucker nur 0,94 und 0,99 ist; das 
zweitemal ist die Reaktion dagegen auch stark, Senkung auf 0,38 bei 
dem abnormalen Beginnblutzucker von nur 0,57. 

Also, wie gesagt, der Eindruck ist gerechtfertigt, daB der Anfangs- 
blutzucker fiir den Ausfall der Reaktion bei demselben Tiere eine Rolle 
spielt, aber keineswegs eine entscheidende. 

3. Ein dritter Faktor zur Erklirung der verschiedenen intra- 
individuellen Reaktionen kénnte die Zahl der Wiederholungen des 
Gebrauches sein, in dem Sinne, daB die Tiere entweder empfindlicher 
oder unempfindlicher werden. Wie die spiatere Tabelle III zeigt, wo die 
Ergebnisse additiv von den verschiedenen Tieren zusammengestellt 
sind, vereinigt bei der ersten, zweiten usw. Benutzung, sieht man, 
daB die Tiere beim ,,ersten“ Versuch viel weniger reagiert haben, als 
bei den spiteren. Z.B. haben von den 16 Tieren, die im ganzen zu 
diesem Versuch viermal gebraucht wurden, beim ersten Gebrauch nur 
acht, also die Halfte, die Krampfgrenze erreicht, beim zweiten Ge- 
brauch aber 15. Diese Zunahme ohne weiteres auf Zunahme der 
Empfindlichkeit durch den Mehrgebrauch zuriickzufiihren, ist darum 
ganz irrig, weil die Tiere, die zum ,,ersten“ Versuch dienen, tatsichlich 
schon oft, selbst bis 2lmal vorher zu anderen Insulinversuchen 
gebraucht waren. 

Im Anhang ist in der letzten Reihe der Ubersichtstabelle der Ver- 
suche auch fiir jedes Tier die Zahl angegeben, wie oft das einzelne Tier 
schon vor dem Hauptversuche benutzt war. 

Um nun die wichtigsten Zahlen zusammenfassend anzugeben, 
so ist bei 31 Tieren eins vor dem Versuch noch gar nicht benutzt ge- 
wesen, 19 einmal, eins zweimal und acht Tiere mehr als zweimal, 
darunter 6-, 8-, 9-, 17-, 21 mal. Bei einem Tier war durch Verlust des 
Kartothekzettels nicht mehr der Vorgebrauch festzustellen. Von den 
gar nicht oder nur einmal gebrauchten 20 Tieren haben nun bei unserem 
,ersten“ Versuch zwoélf bis zur Krampfgrenze reagiert; von den mehr 
als einma] benutzten zehn Tieren fiinf bis zur Krampfgrenze; von den 
erstgenannten, einmal benutzten Tieren sind véllig negativ gewesen 
zwei, von den letzten wiederholt benutzten vier; ja gerade unter 
diesen vier waren Tiere von 3-, 8-, 9-,:2]maligem Vorgebrauch. 

Alles im aliem sieht man, daB es keineswegs so ist, wie es in der 
Tabelle III zuerst den Anschein hat, als ob die gar nicht oder wenig 
benutzten Tiere weniger empfindlich sind. Das Gegenteil kann man 
aber auch nicht behaupten. 
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Der Faktor des mehr oder minder wiederholten Gebrauchs als 
Erklarung der verschiedenen intra-individuellen Reaktion fallt darum aus. 

4. Uber andere Faktoren, die fiir das wechselnde Verhalten des- 
selben Individuums in Betracht kommen, kénnen wir im Augenblick 
noch nichts Entgiiltiges sagen. Uberblickt man unsere gesamten Er- 
fahrungen der letzten 21, Jahre und nimmt zu den eigenen Beob- 
achtungen im Laboratorium in Amsterdam auch noch die in die 
Tausende gehenden Erfahrungen in dem Fabriklaboratorium von der 
N.V. ,,Organon” hinzu, iiber die wir auf dem Laufenden gehalten 
werden, so macht sich immer mehr der Eindruck geltend, daB es iiber- 
individuelle Faktoren sind, die eine Rolle bei dem wechselnden intra- 
individuellen Verhalten spielen. Damit soll gesagt sein, es kommen be- 
stimmte Tage, auch Perioden mehrerer Tage bis zu einer Woche vor, 
wo plétzlich sehr starke Reaktionen auftreten kénnen, vielleicht auch 
mehr Krampfe als sonst sich bemerkbar machen, und andererseits 
kommen auch Perioden vor, wo nur besonders schwache Reaktionen 
beobachtet werden. Man mu dann natiirlich an klimatische Faktoren, 
wie Temperatur, Luftdruck, Feuchtigkeit usw., denken. Wir sind auch 
dabei, dies naiher zu untersuchen. 

Diese letzte Betrachtung hat uns von der eigentlichen ersten Frage : 
intra-individuelle Konstanz bzw. GréBe der intra-individuellen Unter- 
schiede, abgefiihrt. 

Il. 

Da die erste Frage nach der intra-individuellen Konstanz negativ 
beantwortet ist, kann man natiirlich von einer inter-individuellen iiber- 
haupt nicht mehr reden, auBer, wenn man sofort die Einschrankung 
macht, da8 man unter Vergleich der Reaktionen zweier verschiedener 
Individuen unter ,,gleichen Umstinden“ unter diesen gleichen Um- 
stinden versteht, daB die Tiere am selben Tage, also unter gleichen 
klimatischen Bedingungen usw., benutzt werden. Gewdéhnlich denkt 
man natiirlich daran nicht und kann also direkt die zweite Frage auch 
nur so formulieren: wie groB sind die inter-individuellen Unterschiede ? 

Recht groB, aber — und das ist praktisch sehr wichtig — augen- 
scheinlich nicht gréBer als die intra-individuellen, ja bei einer gewissen 
Betrachtungsweise sogar kleiner; und dies fiihrt uns spaéter noch einmal 
zur Bedeutung der iiber-individuellen, von auBen wirkenden Faktoren. 

Betrachten wir nochmals die Reaktionen der 31 stets mit gleichen 
Dosen behandelten Tiere, so haben sich 30 Tiere insofern ganz gleich 
verhalten, als sie alle wenigstens einmal stirkste Reaktion gezeigt 
haben (Blutzucker unter 0,40 gesunken oder Krimpfe; Krampfe 
traten bei 26 Tieren auf); nur ein einziges Tier ist bei zweimaliger 
Benutzung nicht unter einen Blutzucker von 0,61 Prom. gekommen. 
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Ungleich wiederum verhielten sich die Tiere insoweit, als nur acht 
von diesen 31 wenigstens einmal ganz oder doch beinahe negativ 
reagiert haben. 

Einen noch etwas mehr quantitativen Uberblick gibt die Tabelle ITI. 
In dieser ist zusammengestellt, wie sich die verschiedenen Reaktions- 
weisen (bezeichnet mit ——— usw. bis +++ [s. 8. 312]) zahlenmabig 
sowohl auf die Tiere jeder Gruppe A, B und C, d. i. der vier- bzw. 
drei- bzw. zweimal behandelten, verteilen, als auch auf die verschiedenen 
Male, welche die Tiere benutzt wurden (s. auch Tabelle II). 


In der ersten Reihe der Tabelle III steht die ,,Gruppe‘ bzw. das wie- 
vielte Mal die Tiere der Gruppe ,,benutzt“ sind, in der n&chsten Reihe (s) 
,Anzah! der Tiere“* bzw. wieviel ,,Injektionen“ an ihnen jedesmal und dann 
zusammen vorgenommen wurden; in der folgenden Reihe (k) Anzahl der 
Krimpfe, und zwar in den Zeilen der ,,Gruppen“ wie viele von den Tieren 
dieser Gruppe iiberhaupt Krampfe gehabt haben, und in den Zeilen der 
,,Injektionen“ bzw. der Injektionen ,,zusammen“, wieviel Krimpfe bei den 
verschiedenmaligen Injektionen bzw. bei allen zusammen vorgekommen 
sind. Es folgt dann Reihe (6), worin angegeben ist, wievielmal der Blut- 
zucker unter 0,40 Prom. gesunken, also die Reaktion +++ war, und zwar 
wieder getrennt nach Tieren und Injektionen wie in der Reihe k; in der 
Reihe (c) ist angegeben, wie oft zwischen 0,40 und 0,49, also die Reaktion 
++ war, in der Reihe (Gr) ist das Ergebnis der Reihen k, 6 und c nochmals 
zusammengefaBt; sie gibt also an, wie oft die ,,Krampfgrenze* iiberhaupt 
erreicht war, d. h, Krampfe eingetreten oder eine Senkung des Blutzuckers 
unter 0,50 Prom., dann folgt in Reihe (d), wie oft der Blutzucker zwischen 
0,50 und 0,65, also die Reaktion schwach positiv war (+-), in Reihe (e), wie 
oft zwischen 0,65 und 0,80, also die Reaktion schwach negativ (—) und 
in der Reihe (/), wie oft der Blutzucker héher als 0,80, also die Reaktion 


deutlich negativ (— —) bzw. ganz negativ (— — —) war. In den drei letzten 

Reihen ist dann noch angegeben, wie oft prozentisch die Krampfgrenze 
’ (Gr . 100) z : a 

erreicht war, ,» also Reihe Gr geteilt durch Anzahl der Tiere 


bzw. Injektionen mal 100, bzw. wie oft in Prozenten Krampfe im Verhaltnis 
zur Krampfgrenze aufgetreten waren, also k/Gr. 100, das ist Anzahl der 
Tiere, die Krampfe hatten, durch Anzahl der Tiere, welche die Krampf- 
grenze erreicht hatten, mal 100, und endlich in der letzten Reihe, wie oft 
die Reaktion ganz negativ war (f/s . 100) also Reihe / geteilt durch Anzahl 
der Tiere bzw. Injektionen mal 100. 


Die Summe der Angaben in den Zeilen fiir die Tiere kann gréBer als 
die Anzahl der Tiere sein, weil dasselbe Tier ja in den verschiedenen Reihen 
figuriert, wenn es iiberhaupt einmal in der dem Kopf der Reihe entsprechen- 
den Weise reagiert hat; also in der ersten Zeile haben von den 16 Tieren, 
die viermal benutzt wurden, 16 die ,,Krampfgrenze“ erreicht, und zwar 
haben 13 wenigsten# einmal Krampfe gehabt, sieben einmal Senkungen 
unter 0,40 Prom. und fiinf Senkungen zwischen 0,40 und 0,49 Prom. Ebenso 
kann auch die Summe der Prozentzahlen der drittletzten und letzten Reihe 
100 Proz. iibersteigen, weil ebenfalls beispielsweise in der ersten Zeile, 
alle 16 Tiere, also 100 Proz., einmal die Krampfgrenze erreicht haben, 
25 Proz. aber auch einmal ganz negativ gewesen sind. 
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Tabelle Il. 





& - g, = * = - = = - 
Gruppe Anzahl = +& © |, 88 RS 8% * = = S 
bew. pame 1 “8 |*t8) °S | FERiSsi Sal Sie: : 
benutzt Injekt. Z : ¢ 2 = 2 “} Sie «fF Sis 
A viermal 16Ti. 18 7 5 16 6 3 4 10O) 681) 85 
erstemal 16Inj. 3 2 3 8 3 2 3 0 36 36 
zweitemal 16 . s 5 2 1d 0 0 l 94 53 6 
drittemal 16 , 9 2 2 13 2 I 0 Si 70 0O 
viertemal 16 ,. 9 3 l 13 2 0 l bad | 70. «6 
zusammen 64Inj. 29 12 s 49 7 3 5 77.0 C58 C68 
B dreimal 12 Ti. | 11 3 1 12 l I 2 100) = 92 | 25 
erstemal 12Inj.| 7 l l 9 l 0 2 7 «#478 17 
zweitemal 12 , | 10 0 0 10 0 l l 838.100 8 
drittemal 12 , 10 2 0 12 0 0 0 00 8 O 
zusammen 36Inj. 27 3 l 31 l l 3 8 87 8 
C zweimal 3 Ti. 2 0 0 2 l l l 67 100 33 
erstemal 3Inj. 1 0 0 l l 0 l 33. 100) 33 
zweitemal 3 , 2 0 0 2 0 l 0 67 100 O 
zusammen 6In). 3 0 0 3 l l l 50 1000«217 
Alle 
A+B+C 31Ti. 26 10 6 30 8 5 7 97 86 2 
Gruppen 

erstemal 31Inj. 11 3 4 18 5 2 6 58 61 19 
zweitemal 31 , 20 5 2 27 0 3 2 87; 74| 7 
drittemal 28 , 19 4 2 25 2 ] 0 so 76 O 
viertemal 16 , a 3 l 13 2 0 l SI 70 6 
zusammen 106Inj. 59 15 9 83 9 5 9 78 = «7l 9 


Aus der Tabelle III ersieht man also, daB sich als Wichtigstes 
fiir unsere Frage nach den inter-individuellen Unterschieden ergibt: 
es verhalten sich alle Tiere gleich darin, daB kein einziges gegeniiber 
einer — nicht tibermaBig — groBen Dosis Insulin (11, Krampfgrenzdosen 
= 4,5 Einheiten) dauernd ganz refraktér wire; genauer ausgedriickt: 
alle Tiere zeigen mit nur einer Ausnahme bei mehrmaliger Benutzung 
wenigstens einmal stdrkere Wirkung (tiefste Senkung oder Krimpfe, 
und zwar haben 26 Tiere, das ist 86 Proz. von allen, auch tatsichlich 
wenigstens einmal Kraimpfe). Andererseits hat fast ein Viertel der 
Tiere — 7 von 31 — wenigstens einmal gar nicht reagiert. Betrachten 
wir alle 106 Versuche zusammen, unabhixgig davon, ob sie am gleichen 
Tiere oder an verschiedenen ausgefiihrt sind, so ergibt sich, daB eine 
gleiche Reaktion (Krampfe oder tiefste Senkung unter 0,40 Prom.) 
in 59 + 15 = 74 Fillen vorgekommen ist ; und wenn wir die Senkungen 
auf 0,49 bis 0,40 Prom. auch noch dazu rechnen (dies geschieht ja bei 
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Eichungen, wenn wir von ,,Erreichen der Krampfgrenze“ sprechen), dann 
ist im ganzen 83mal, das ist in 78 Proz., die Krampfgrenze erreicht 
worden. 

Von den 83 Fallen, welche die Krampfgrenze erreicht haben, ist 
69mal auch Krampf aufgetreten, das ist in 71 Proz., eine ziemlich 
hohe Ziffer. 

Die 22 Fille, welche die Krampfgrenze nicht erreicht haben, 
waren fast zur Halfte (9) negativ, also gar keine Senkung, oder eine 
solche noch nicht unter 0,80 Prom. Auf die Gesamtzahl bezogen, heiBt 
dies, daB 9 Proz. ganz ausfielen. Von den iibrigen 14 war doch noch 
bei neun die Senkung des Blutzuckers deutlich unter 0,65 Prom. Be- 
trachten wir, wie sich die verschiedenen Gruppen und auch alle zu- 
sammen bei den einzelnen Wiederholungen verhalten haben, so fallt, 
wie schon oben erwahnt, auf, daB sich deutliche Unterschiede erkennen 
lassen, z. B. erreichen in der ersten Gruppe (16 Tiere mit viermaliger 
Wiederholung) beim erstenmal nur die Hialfte, also 50 Proz., die 
Krampfgrenze, beim zweitenmal dagegen fast alle, nimlich 94 Proz., 
beim dritten- und viertenmal 81 Proz. Es besteht aber noch ein 
weiterer Unterschied darin, da8 von den Tieren, welche die Krampf- 
grenze erreicht haben, das erstemal nur ein Drittel wirklich Krampfe 
bekommen, das zweitemal etwa die Halfte und die beiden letzten Male 
zwei Drittel. Also auch darin ist eine gewisse Zunahme in der Starke 
der Reaktion zu erkennen. Dies ist endlich auch daraus abzuleiten, 
daB die Abnahme in der Zahl der ganz negativ reagierenden Tiere 
hiermit gepaart geht: denn véllig negativ reagiert das erste Mal 
ein Drittel, die anderen Male eins oder itiberhaupt kein Tier. 

Ahbnlich steht es bei der zweiten Gruppe (s. Tabelle III). Die 
dritte Gruppe besteht aus zu wenig Zahlen, um dariiber etwas zu sagen. 

Auch die Zusammenfassung aller Gruppen ergibt daher das gleiche 
Bild wie das eben geschilderte. Das erstemal erreichen noch nicht drei 
Fiinftel die Krampfgrenze und ein Fiinftel ist ganz negativ, die anderen 
Male kommen neun Zehntel bis iiber die Krampfgrenze und gar keins 
oder héchstens !/,, der Tiere ist negativ. 

Schon oben bei der Besprechung der intra-individuellen Unter- 
schiede ist darauf hingewiesen, daB diese Unterschiede nicht einfach 
an der gréBeren Widerstandsfaihigkeit unbenutzter Tiere liegen, denn 
auch bei dem ersten Versuch sind mit einer Ausnahme schon einmal 
benutzte und etwa 40 Proz. aller Tiere mehr als einmal bis zu 21 mal 
gebraucht worden, bevor sie das erste Mal zu vorliegendem Zwecke 
eingespritzt wurden. 

Wir haben deshalb oben die Vermutung geéuBert, daB es mehr 
an dem Tage liegt, an dem der Versuch geschieht als an inneren Ur- 
sachen im Tiere. Dies wird noch deutlicher, wenn wir die Versuche 
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nach dem Datum der Ausfiihrung zusammenstellen, wobei wir die 
Zahlen noch durch Mitbenutzung von Versuchen an anderen Tieren 
vermehren kénnen ; es sind die’ Tiere, denen am gleichen Tage die gleiche 
Dosis des gleichen Priaparats eingespritzt wurde, die aber wegen 
vorzeitigen Todes nicht mehr weiter benutzt werden konnten und 
darum in der Haupttabelle nicht aufgenommen sind. 

Wir lernen durch diese Zusammensetzung auch, dab die infer- 
individuellen Unterschiede von verschiedenen Tieren am gleichen Tage 
eher kleiner sind als die tntra-individuellen desselben Tieres an _ ver- 
schiedenen Tagen. 

Es sind z. B. (s. die Tabelle VIII im Anhang) Tiere 72, 74, 78, 110, 
118, 129, 136, 208 und 20 zugleich benutzt. Eine Ubersicht ergibt 
Tabelle IV. 





Tabelle IV. 
Durchschnittlich Proz. der Tiere 
Sah Datum (Satta » A i Zz ae Blutzucker 
— Gewicht —lutzucxer. «= 049 Prom. > 050 
II Kramptgrenze negativ 
+) 16, ITT. 1,96 0,96 43 ll 
9 23. ITI. 1,94 0,77 100 | 0 
8 30. ITl. 1,96 0,82 100 0 
8 a 1,96 1,00 100 0 


Am 16. Marz kamen also weniger als die Halfte der Tiere bis zur 
Krampfgrenze, die in den folgenden Wochen stets von simtlichen 
Tieren erreicht wurde. 

Am 13. Marz, also wenige Tage vor dem 16. Marz, dem Tage 
gréBerer Widerstandsfaihigkeit, war auch eine andere Gruppe wenig 
empfindlich; denn am 13. reagierte von den Tieren 2, 12, 15, 51, 163, 
173, 240 und 249 nur die Halfte der Tiere mit Senkungen bis zur 
Krampfgrenze, und drei Tiere waren ganz negativ. Rechnet man dazu 
noch zwei Tiere, Nr. 66 und 85, denen auch am 13. Miirz die gleiche 
Dosis eingespritzt wurde, die dann aber vor der weiteren Benutzung 
starben, so andert sich das Ergebnis auch nicht, denn von diesen zwei 
Tieren hat auch nur eins die Krampfgrenze erreicht: also im ganzen 
nur 50 Proz. von den genannten zehn Tieren. 

DaB wirklich die intra-individuellen Unterschiede am gleichen 
Tiere viel gréBer als die inter-individuellen zwischen verschiedenen sein 
kénnen, erkennt man gut, wenn wir die oben erwihnten Versuche mit 
Tieren 72, 74, 78 usw. nochmals anders gruppieren, und zwar will- 
kiirlich (einfach nach der Nummer) in zwei Gruppen von je vier Tieren ; 
wir kénnen dann am besten, und zwar zweimal die vier Reaktionen 
von vier verschiedenen Tieren an demselben Tage mit den oben be- 
sprochenen vier Reaktionen ein wnd desselben Tieres bei viermaliger 
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Wiederholung an vier verschiedenen Tagen vergleichen und auch die 
zwei Gruppen von je vier Tieren in ihren Reaktionen am gleichen Tage. 

Gruppe a besteht aus Tieren 72, 74, 78 110, die Anzahl der Benutzung 
zum vorliegenden Versuche wird angedeutet durch Indices a,, a, usw.; 
Gruppe b besteht aus Tieren 118, 127, 136 und 208. Diese Zusammen- 
stellung in Tabelle V ist dann ohne weiteren Kommentar zu verstehen. 
Nur hinsichtlich der letzten Reihe ,,Mittel tiefster Blutzucker“ sei bemerkt, 
daB wir, wo Kriampfe aufgetreten sind, zur Berechnung des Mittels einen 
Blutzucker von 0,30 Prom. angenommen haben. 

















Tabelle V. 
| ta cewi |) Prag. Antne || Reaktonoweien i 
Gropp Detum a —}+¥8] 36/8812 | ate 
Mittel| Grenzen ||Mittel| Grenzen ||* °°, 4QciSa! = zucker 
pa V | FES 1 42) | | 
a, 16. IIT, 1,90 |1,55—2,22 0,97 |0,73—1,20 4 6 4 7] 0,60 
b, 16, ITT.) 1,98 \1,77—2,12 0,99 | 0,72—1,41 0 3 0 l 0.58 
a, 23. ITT. 1,89 |1,70—2,10 0,93  0,67—1,07 4 6 ] 6 0,34 
b, (23. 117. 1,97 |1,75—2,12 0,67 0,57—0,72) 4 “ ” 4 | 034 
a, (30, IIT, 1,89 1,62—2,12 0,75 |068—0,92 ; l @ 6 60,34 
b, 30. ITT. 2,03 |1,77—2,22 0,89 0,85—0,94 2 l l 6 0.44 
a, 7. IV. 1,89 1,61—2,20 0,97 | 0,86—1,07 3 ] 1 7] 0,39 
by 7. IV.) 1,99 |1,73—2,20 1,03 0,98—1,09 | 2 1 1 4 0,41 


Es sind also in Tabelle V in (2 x 4 =) 8 Gruppen von jedesmal 
vier Reaktionen die 32 Reaktionen zusammengefaBt, welche (2 x 4 =) 8 
Tiere an verschiedenen Tagen, an denen also immer acht verschiedene 
Tiere benutzt wurden, gezeigt haben. 

Es ergibt sich, daB in diesen acht Gruppen bei drei Gruppen sich 
alle vier Tiere ganz gleich verhalten haben, bei weiteren drei Gruppen 
wenigstens drei Tiere gleichmaBig reagiert haben und nur bei zwei 
Gruppen sich zwei Tiere gleichmaBig, die beiden anderen aber von 
diesen und auch untereinander noch verschieden verhielten. 

Vergleichen wir damit nochmals das oben besprochene Ergebnis 
der intra-individuellen Unterschiede bei denselben acht Tieren, die 
jedes einzelne bei viermaliger Benutzung gezeigt hat, so ergibt sich, 
daB diese Unterschiede keineswegs geringer waren, im Gegenteil. 
Denn unter diesen acht Tieren war keines, das sich viermal ganz gleich 
verhalten hatte; nur fiinf haben wenigstens dreimal gleichmaBig 
reagiert, die drei anderen nur zweimal und die iibrigen Male hiervon 
und auch untereinander verschieden. 

Die‘relativ gleichmaBige Reaktion der vier verschiedenen Individuen 
einer Gruppe an demselben Tage ist beachtenswert, weil es, wie auch 
ohne weiteres die Tabelle V lehrt, Tiere betrifft, die deutliche Unter- 
schiede im Gewicht zeigen (iiber 30 Proz.) und auch deren Anfangs- 
blutzucker Differenzen von iiber 60 Proz. aufweist. 
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Ja, die GleichmaBigkeit selbst von acht Individuen (zwei Gruppen 
am selben Tage) ist manchmal sehr deutlich, was schon oben aus 
Tabelle [IV zu entnehmen war. Um den Einwand zu entkraften, daB 
die erwahnten intra- wie inter-individuellen UnregelmaBigkeiten gegen- 
iiber ein und demselben Insulinpraparat auf eine — allerdings nur 
mystisch-verstandliche — Schwankung desselben niederlandischen Pra- 
parats zuriickzufiihren sei, wollen wir kurz die Ergebnisse von anderen 
Tieren demselben englischen Insulinpraparat gegeniiber erwahnen. 

Es wurden 15 Tiere mit einer Krampfgrenzdosis Insulin Burroughs- 
Wellecome-Mischung von zehn Flaschen gleicher Nummer behandelt; 
das erstemal erreichten davon nur zwélf die Krampfgrenze, wovon 
wieder neun krampften, das zweitemal erreichten 14 die Krampfgrenze, 
und hiervon hatten acht Krampf. 

Die Zahlen decken sich im ganzen sehr weitgehend mit den Er- 
gebnissen, wie wir sie z. B. mit dem niederlandischen Insulin bei der 
zweiten und dritten Einspritzung (s. Tabelle im Anhang oder 
Tabelle II) erhalten haben, beide an Tagen von normaler, ja vielleicht 
starker Empfindlichkeit. . 

Das fiir uns Wesentliche ist, daB die drei Tiere, die das erstemal 
nicht bis zur Krampfgrenze gekommen, das zweitemal dies wohl taten, 
und da8 andererseits ein anderes, das das erstemal die Krampfgrenze 
iiberschritten, das zweitemal diese nicht erreicht. 

Auch die mangelnde Ubereinstimmung vom Auftreten oder Aus- 
bleiben von Kraimpfen in den beiden Malen ist wieder deutlich. Obwohl 
das zweitemal die Reaktion eher starker ist, denn nur ein Tier fallt aus, 
so sind weniger Kraimpfe; nur bei vier Tieren trat beide Male Krampf 
auf; die vier Tiere, die auBerdem das zweitemal krampften, sind andere 
wie die, welche das erstemal Krampfe hatten. 

Also trotzdem wir es an beiden Tagen dieses Versuchs mit eng- 
lischem, zweifellos sehr gutem Insulin und mit Tagen normaler oder 
sogar groBer Empfindlichkeit zu tun hatten, ergeben sich in ver- 
schiedener Hinsicht deutlich intra-individuelle Unterschiede. 

Alle bisher besprochenen Versuche iiber die Reaktionsweise der 
Kaninchen gegeniiber Insulin haben insofern etwas Gemeinsames, als 
sie nur festzustellen gestatten, ob Kaninchen bestimmten Dosen gegen- 
iiber besonders unempfindlich sind. Denn es sind hier stets nur Dosen 
benutzt, die mit groBer Wahrscheinlichkeit eine Blutzuckersenkung 
auf 0,49 und darunter bzw. Krimpfe hervorrufen. Wollen wir die 
individuellen Méglichkeiten saimtlich kennenlernen, so miiBte auch 
jetzt eine groBe Anzahl von Tieren mit kleineren Dosen behandelt 
werden, um so feststellen zu kénnen, cb dabei einzelne gelegentlich — 
oder gar immer — sehr stark reagieren, wenn die Mehrzahl nur wenig 


Beeinflussung zeigt. 
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In den Versuchen iiber die Konzentrationswirkungskurve') haben 
wir auch solche Feststellungen getan und gesehen, daB Tiere z. B. mit 
einer und weniger Einheiten Blutzuckersenkungen bis an die Krampf- 
grenze, ja Krampfe zeigen kénnen, aber keineswegs ist es immer das- 
selbe Tier, das so besonders empfindlich ist, sondern es kommt bei 
Tieren vor, die sonst eine normale Empfindlichkeit haben. 

Zum Beweis, daB die verschiedene Reaktionsfaihigkeit vorkommt, 
aber weder eine besonders starke, noch eine besonders schwache fiir 
ein Individuum charakteristisch ist, haben wir schon vor einiger Zeit 
Material zusammengebracht?). Es mag dies hier kurz wiederholt und 
erganzt werden. 

Seine Beweiskraft liegt in der Zahl der Versuche, auch wenn der 
einzelne nicht die véllige Sicherheit hat, wie die bisher angefiihrten. 

Wir haben z. B. aus unseren — sich nun tiber 24, Jahre hin- 
ziehenden — Erfahrungen zwei beliebige Perioden genommen. In 
jeden dieser Abschnitte ist eine gréBere Zahl von Versuchen mit genau 
standardisierten Priparaten getan. Manchmal ist die Wertigkeit der 
Praparate erst nach den hier betrachteten Versuchen festgestellt worden. 
Wie dem aber auch sei, wir konnten jedenfalls nachtraglich von einer 
Anzahl Versuchen genau angeben, mit welchen Insulindosen diese 
ausgefiihrt waren, und wie die Reaktion darauf war. Mit Hilfe unserer 
Kartothek, auf der die Geschichte jedes Kaninchens beziiglich der 
Insulinversuche genau nachzulesen ist, gingen wir nach, wie sich die 
Tiere in dem der Beobachtungsperiode vorhergehenden bzw. ihr 
folgenden Abschnitt verhalten haben. 

In einem ersten Abschnitt von etwa 6 Wochen (Marz und April 1924), 
in dem uns keine Tage gréBerer UnregelmaBigkeit aufgefallen sind, 
faBten wir nur von 232 mit bestimmten und bekannten Dosen vor- 
genommenen Versuchen diejenigen ins Auge, die durch ein abweichendes 
Verhalten auffielen, und zwar, daB Tiere sich entweder ,,unempfindlich“ 
gezeigt hatten bzw. ,,iiberempfindlich“. Wir bestimmten diese Be- 
griffe ziemlich eng und iibergingen so eine ganze Reihe wohl auch 
anormaler Reaktionen. Aber es geschah dies absichtlich, da wir nur 
die ganz zweifellosen Fille betrachten wollten, um bei ihnen nach- 
zusehen, wie sie sich sonst bei anderen Einspritzungen verhalten haben. 
,»,Unempfindlich“ nannten wir ein Verhalten, wobei Kaninchen mit 
drei Einheiten (eine Krampfgrenzdose) und mehr keine Blutzucker- 
senkuny auf wenigstens 0,55 Prom. und darunter erhielten, und ,,iiber- 
empfindlich, wo mit zwei oder weniger Einheiten bereits die Krampf- 
grenze erreicht bzw. unterschritten wurde, wobei wir hier sogar 0,45 Prom. 


') Siehe die zweitfolgende Mitteilung dieses Heftes. 
*) Grevenstuk und Laqueur, Bergmann 1925 und Ergebn. d. Physiol. 238. 
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wieder als Krampfgrenze nahmen (statt wie oben 0,49 Prom.). Hatten 
wir so ein abnormes Verhalten festgestellt, so verfolgten wir bei den be- 
treffenden Tieren, soweit e& nur ging (also auch auBerhalb des ge- 
nannten Zeitabschnittes von Marz und April), ob es auch sonst 
, anormal” reagiert hatte. 

Wir nahmen nun umgekehrt diese Begriffe eher sehr weit und 
nannten schon anormal, wenn ein Tier an einem Tage sich anders 
als die Mehrzahl der mit ihm gleichzeitig eingespritzten Tiere verhalten 
hatte. Wir taten dies auch darum, weil diese Kaninchen wiederholt 
mit Abfall- oder Zwischenfraktionen bzw. mit nicht genau standarii- 
sierten Praparaten behandelt waren, wobei als Beurteilung der Reaktion 
nur der Vergleich mit Gleichbehandelten in Betracht kommen konnte. 

Trotz dieser relativ lockeren Bestimmung ,,anormal“, bei der 
sich viele Abweichungen nach der einen oder anderen Richtung hiatten 
finden miissen, zeigte sich, dem Ergebnis der Tabelle VI vorgreifend, 
dieses: bei 83 Reaktionen von 16 Kaninchen, die alle einmal ein sehr 
deutlich abweichendes Verhalten gezeigt hatten, lieB sich nur zweimal 
ein abweichendes Verhalten in derselben Richtung feststellen. 

In Tabelle VI sind alle die Tiere mit abnormen Reaktionen zu- 
sammengefaBt, und zwar stehen im ersten Abschnitt die, welche ,,un- 
empfindlich“, im zweiten die, welche ,,iiberempfindlich reagiert haben. 

In der ersten Reihe steht das Gewicht, in der zweiten die Dosis, auf 
welche die anormale Reaktion folgte, und zwar ist diese in der dritten 
Reihe durch das Verhalten des Blutzuckers bzw. durch Auftreten von 
Krampfen gekennzeichnet. In der vierten und fiinften Reihe folgt, wie oft 
und in welcher Weise das betreffende Tier vorher bzw. nach dem abnormen 
Verhalten reagiert hat. In der letzten Reihe folgt Angabe iiber die Farbe 
des Tieres, da diese bei der Empfindlichkeit (nach Erfahrungen bei der 
Kampfgasvergiftung) eine Rolle spielen sollte. 





Tabelle VI. 
| Abnorme Anzahl und Art der Reaktion 
Gewicht eiten || Blutzucker vor | mach |b 
| Prom. der abnormen Reaktion 
Unempfindlich 
2380 45 0,60 ' —_— | 2 x normal grau 
2380 6 0,97 9x normal 2» " braungrau 
1670 9 0,60 — 4x Ms blaugrau 
2200 7,5 0,70 1 x normal 3 x . dunkelgrau 
2430 9 0,62 3 x - 4x ¥: braungrau 
2210 3,7 0,82 —— 4~x i blaugrau 
2040 3,7 1,05 1x normal 2 x +3 braunweiB 
2080 3 0,59 es _ 5 x « dunkelgrau 
1970 3 0,63 2x “ 3 x “ schwarz 
1 x zu wenig 





a 
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Abnorme Anzahl und Art der Reaktion 
- . Ein- Reaktion ee ne . 
Gewicht heiten Blutzucker __vor nach a Farbe 
Prom. der abnormen Reaktion 
Uberempfindlich 

2380 1,2 0,36 — 2 x normal grau 

1850 15 0,43 = 3 xX a grau 

1980 12 Krampf _ — braunweiB 
2470 1,2 0,43 1 x normal -- schwarz 
2090 15 0,39 3 x a — dunkelgrau 
2020 2 Krampf 2x " - schwarz 

1 x zu viel 
1830 18 0,44 5 x normal 1 X normal grauweib 


Aus der Tabelle VI ersieht man folgendes: 

1. Bei 233 Versuchen fallt 16mal eine abnorme Reaktion auf, 
und zwar wird neunmal Uberempfindlichkeit, siebenmal relative Un- 
empfindlichkeit beobachtet. 

2. Die neun Tiere, die gelegentlich unempfindlich waren, wurden 
zusammen 56mal gebraucht, und trotzdem hat darunter nur ein Tier 
zweimal im gleichen Sinne abnorm reagiert, sonst aber auch fiinfmal 
normal. 

3. Die sieben Tiere, die gelegentlich abnorm itiberempfindlich 
waren, wurden zusammen 25mal gebraucht, und auch dabei hat sich 
nur ein Tier zweimai in der gleichen Richtung abnorm verhalten, sonst 
aber auch noch zweimal normal. 

Endlich ist aus der Tabelle VI noch zu ersehen, daB hier die Farbe 
der Tiere keinen EinfluB erkennen 1éBt, woran man nach Erfahrungen 
hinsichtlich der verschiedenen Empfindlichkeit gegen andere Noxen 
(Phosgenvergiftung) denken kénnte. 

Das gleiche Ergebnis, daB also anormales Verhalten wohl vor- 
kommt, aber keineswegs charakteristisch fiir das Tier ist, sondern 
gelegentlich einmal in der einen, einmal in der anderen Richtung sich 
zeigen kann, so da} eine Gruppeneinteilung von Tieren nach diesem 
Verhalten gegeniiber vergleichbaren Insulindosen vollkommen aus- 
geschlossen ist, beweist auch die folgende Zusammenstellung. 

Unter den Hunderten von Tieren, die in dem Zeitraum von Oktober 
1924 bis Februar 1925 benutzt wurden, betrachteten wir beliebige 41 
mittels der Zettel unserer Kartothek genauer, und zwar alles Tiere, die 
mehr als einmal gebraucht waren. 

Im ganzen wurde ihnen 239mal Insulin eingespritzt; den meisten 
darunter drei- bis achtmal, einem kleinen Teil (11) nur zweimal, anderen 
bis 2l1mal. Im Augenblick der Einwirkung wuBbten wir meist noch 
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nicht, wie groB (in Einheiten ausgedriickt) die Dosis war, die den 
Tieren injiziert wurde. Nachtraglich konnten wir dies beim gréBten Teile 
der Tiere berechnen, sowell namlich die Einspritzungen mit nachher 
genau ausgewerteten Praparaten geschehen waren. Auf Grund unserer 
reichen Erfahrung (s. auch die Mitteilung tiber die Konzentrations- 
wirkungskurve) kénnen wir mit einer gewissen Berechtigung angeben, 
wie sich in der Regel Tiere mit kleineren als einer Krampfgrenzdosis 
verhalten werden; jedenfalls kénnen wir fiir unseren vorliegenden 
Zweck folgende Skala aufstellen und sagen: soweit die Reaktion inner- 
halb der hier angegebenen Grenzen gelegen ist, nennen wir sie normal (n). 

Versuche mit Dosen unter 4 Einheit haben wir hier weggelassen, 
weil, soweit wir hier gesehen, die Reaktion darauf recht verschieden 
ist, wahrscheinlich weil die verschiedene GréBe des Schwellenwertes 
sich sehr stark geltend macht. Bei weitem die meisten Versuche waren 
mit Dosen iiber 1,5 Einheiten angestellt und noch nicht’ 8 Proz. (13 
von 173) mit Dosen von 1,5 bis 0,5 Einheiten. 





Skala. 

Einheiten Blutzucker in Prom. 
>4 < 0,45 oder Kramptfe 
<4 —26 <055 . . 

25—2.0 0 60—0,40 
19—1,5 0,70—0,50 
14—1,0 0,80—0,60 
0,9—0,5 | 0,85—0,65 


Wir nennen fiir unseren vorliegenden Zweck eine ,,zu starke“ 
Reaktion (s) und das Tier in diesem Falle ,,iiberempfindlich, wenn 
es mit einer bestimmten Dosis so reagiert, wie es erst der (in der obigen 
Skala) nachst héheren Dosis entspricht, und ,,erheblich zu stark“ (ss), 
wenn diese Reaktion erst einer der zweitnichsten oder einer noch 
héheren Dosis zukommen sollte; das Entsprechende gilt fiir eine ,,zu 
schwache“ (z) bzw. ,,erheblich zu schwache*‘ Reaktion (zz). 

in der Tabelle VII sind danach die Versuche an 41 Tieren kurz 
wiedergege ben. 


In der ersten Reihe steht die Versuchsnummer, danach Anzahl der 
Versuche mit jedem einzelnen Tier, in der folgenden Reihe wieviel davon 
mit einer bekannten Dosis (iiber 0,5 Einheiten), in der nichsten (n) wieviel 
davon mit einer normalen Reaktion geantwortet haben, in den anderen 
Reihen, wieviel mit einer zu starken (s) bzw. erheblich zu starken (ss) oder 
einer zu schwachen (z) oder erheblich zu schwachen (zz). Es folgen dann 
einige Reihen, die im gewissen Sinne einen Auszug aus den vorhergehenden 
darstellen, nimlich wie viele von den Versuchen mit Dosen zwischen 2,4 und 
3,6 Einheiten ausgefiihrt sind, und wie viele von diesen eine normale (n) 
bzw. eine zu schwache Reaktion (z) zur Folge hatten. 
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Tabelle VII. 
Anzahl Reaktion Reaktion 
Nr | hierbei 3.5—24 
Versuch Dosis n x 88 2 22 Einheiten n 
i bekannt 
l a ie l 
2 2 l l 
3 5 4 4 2 2 
4 2 2 1 | 
5 2 2 2 2 2 
6 12 | 8 S 4 4 
7 7 5 5 3 3 
8 eae ta 2 ! 
9 21 17 te l 2 7 5 2 
10 4 4 2 I l ] l 
11 6 | 7; 1/1/2 2 2 
12 || 3 3 l 2 l l 
13 |] 4 4 aL. l l l 
14 2 2 2 2 2 
15 11 7 5 2 4 4 
16 4 4 l l l l 1 1 
17 4 3 3 2 2 
18 2 2 2 2 2 
19 4 2 l 1 1 ] 
20 6 ] l l I 
21 4 2 l l l l 
22 9 9 5 l 4 5 3 2 
23 2 2 2 l l 
24 6 6 5 l 4 4 
25 4 4 3 l 3 3 
26 7 5 3; 2 
27 13 7 2 l l 3 2 l 1 
28 10 6 Gi 3 2 2 
29 2 2 l l l l 
30 2 1 l 
31 4 4 3 l 1 I 
32 2 1 l 
33 12 9 6 1 2 4 3 ] 
34 6 J l 
35 20 13 1 1 l l 3 3 
36 3 3 2/1 2 2 
37 7 3 3 1 l 
38 3 3 2 l l l 
39 2 l 1 1 1 
40 3 3 2 l l l 
41 2 2 l 1 
Summe 239 173 112 |20 | 6 |2% (10 70 59 ll 
26 35 


Aus der Tabelle VII ersieht man ohne weiteres, daB von den 
239 Versuchen an 41 Tieren 173mal die Dosis bekannt bzw. iiber 
0,5 Einheiten war. Hierbei hat sich 112 mal die zu erwartende Reaktion 
ergeben (n), 26mal eine zu starke (s) und 36mal eine zu schwache, 
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und zwar war bei den zu starken sechsmal eine sehr deutlich zu starke 
Reaktion (ss) (daB z. B. bei einer Einheit schon Krampfe auftraten) 
und bei den zu schwachefi Reaktionen zehnmal solche, die erheblich 
zu schwach waren (zz) (daB z. B. mit 3 Einheiten nur eine Senkung 
auf 0,80 eintrat). 

Wenn man nur die Fille beriicksichtigt, wo ungefihr die 
Krampfgrenzdosis benutzt wurde, zwischen 2,4 bis 3,6 Einheiten, 
und wobei die zu erwartende Reaktion in einem engeren Bezirk blieb, 
dann war von den 70 Fallen 59mal die erwartete Reaktion eingetreten, 
die Tiere bekamen Krampf oder eine Blutzuckersenkung auf 0,45 
und darunter, elfmal folgte eine zu schwache Reaktion, daB z. B. mit 
3 Einheiten nur Senkungen auf 0,60 oder noch weniger eintraten. Vor 
allem zeigte sich aber genau wieder das gleiche, wie bei der oben ge- 
gebenen Zusammenfassung iiber Versuche von Marz bis April 1924: 
nur sehr selten hat sich ein und dasselbe Tier in derselben Richtung 
wiederholt auffallend benommen, oder ist gar regelmaBig nach der- 
selben Seite abgewichen. Hierfiir sei noch auf einzelne Beispiele 
besonders hingewiesen. 

Z. B. Tier 35 ist 20mal benutzt, davon 13mal mit bekannten 
Dosen; es reagierte zehnmal, wie zu erwarten, zweimal zu schwach, einmal 


zu stark, 

Ein anderes Tier, z. B. Nr. 9, ist bei 21 maliger Benutzung 17mal mit 
bekannten Dosen behandelt, dabei war elfmal die Reaktion ganz normal, 
viermal zu stark, davon einmal sehr deutlich, z. B. gab es mit 1,5 Ein- 
heiten eine Senkung auf 0,36, aber zweimal auch zu schwach, nimlich 
mit 3,5 Einheiten nur Senkungen auf 0,56, oder mit 2,5 Einheiten nur 


solche auf 0,70. 

DaB ganz allgemein  inter-individuelle Unterschiede  vor- 
kommen, und zwar auch bei am gleichen Tage unter gleichen 
Umstanden gehaltenen Tieren, ist selbstversténdlich und jedem Er- 
fahrenen gerade Insulin gegeniiber ganz gelaiufig; es hat sich uns 
auch stets bei jedem beliebigen Prdparat gezeigt, dem reinsten gegen- 
iiber sowohl wie unreineren. Es gilt dies fiir Produkte der nieder- 
landischen Fabrikation genau so wie von Produkten aus England, 
Amerika oder Deutschland. 

Es ist uns darum in hohem MaBe zweifelhaft, ob diese Frage tiber- 
haupt sehr viel mit dem Praparat zu tun hat. 

Ohne hier auf die Theorie der Insulinwirkung, auch im be- 
sonderen die hier nur betrachtete Senkung des Blutzuckers, ein- 
zugehen, ist sicher, daB dies ein so komplexer ProzeB ist, daB auch 
das reinste Produkt sehr verschiedene Bedeutung bei verschiedenen 
Individuen haben kann. Nur die Zahl der Versuche kann hier aus- 


gleichend wirken. 
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Aus dem Besprochenen folgt unter anderem auch, daB die An- 
schauungen von Stross und Wiechowski'), von denen wir im Beginn 
gesprochen haben, nicht nur nicht gestiitzt werden, sondern im Gegenteil 
durch unsere Erfahrungen, jedenfalls was unser Material betrifft, 
widerlegt sind. 

Diese Autoren meinten, daB ,,einer vollkommenen Gleich- 
mi Bigkeit’’ der Reaktion bei einem und demselben Tiere, die 
UngleichmaBigkeit des Verhaltens, eine sehr weit auseinander- 
liegende Empfindlichkeit verschiedener Individuen  gegeniiberzu- 
stellen sei. 

Sie beurteilen die Empfindlichkeit nach Auftreten von Krampfen 
und geben bei einem gut beobachteten Material von 46 Tieren ,,Unter- 
schiede um mehr als 1000 Proz. an, indem einzelne Tiere noch mit 
0,15 mg pro Kilogramm Krampfe zeigten, wihrend andere erst mit 
2,4 mg pro Kilogramm krampften“. 

Bei der behaupteten Konstanz fiir das einzelne Individuum ergibt 
sich daraus fiir die Autoren die Folgerung, daB es Gruppen von Kanin- 
chen gibt, unterschieden durch eine ihnen eigentiimliche Empfind- 
lichkeit. Diese charakteristische Empfindlichkeit l4Bt sich ,,als 
einen Faktor ausdriicken, welcher bei spiterer Verwendung eines 
Tieres als MaBtier benutzt wird, um auBer der individuellen krampf- 
machenden Dosis die ,tatsiichlich’ krampfmachende zu _ ermitteln. 
Zur Auswertung der Empfindlichkeit bedarf es oft zahlreicher In- 
jektionen. 

Es liegt uns natiirlich fern, die tatsichliche Feststellung an dem 
Material des Prager Laboratoriums zu bestreiten, nur wollen wir darauf 
hinweisen, daB an und fiir sich uns das Auftreten von Krampfen ein 
durchaus ungeeigneter Mafstab ist. Stross und Wiechowski scheinen 
dies auch zu fiihlen, denn sie fiigen dem oben zitierten Satze eine An- 
merkung hinzu, daB zur Auswertung der Empfindlichkeit Blutzucker- 
bestimmungen zu Hilfe genommen wurden, 

In der Ablehnung der Kraimpfe als MaBstab stimmen mit uns 
die Mehrzahl der anderen Untersucher, Amerikaner, englische wie 
deutsche iiberein, und wir haben diese Frage erst vor kurzem aus- 
fiihrlich behandelt ). 

Sind die Krampfe aber ein,unsicherer und unzuverlissiger MaBstab, 
dann sind si> natiirlich auch nicht geeignet, iiber die inter-individuelle 
Empfindlichkeit etwas auszusagen. 


1) Le. 
2) Deutsch, med. Wochenschr. Nr. 5, 1925. 
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Bestimmt man die Empfindlichkeit, wie wir sie oben definiert 
haben, durch Erreichen einer bestimmten Blutzuckersenkung, so 
ist auch mit aller Bestimmtheit zu _ bestreiten, wie oben oft 
genug auseinandergesetzt, daB sich wirklich die Tiere nun so 
weitgehend regelmaBig in ihrer Empfindlichkeit, bis zu 1000 Proz., 
unterscheiden. Solch groBen Unterschieden scheinen Stross und 
Wiechowski auch nur selten begegnet zu sein, dagegen ,,in einem 
Bereich von 400 Proz. sind itiber- und unterempfindliche Tiere 
annahernd gleichmaBig verteilt‘‘, d. h. man findet ebenso viele 
Tiere, die z. B. mit 0,2 eines Priparats reagieren, als Tiere, die 
nur mit 0,8 reagieren. 


Wir meinen nun, daB bei einem gréBeren Material sich durchaus 
dieses nicht hat feststellen lassen, und da® es zu irrigen Ergebnissen 
hinsichtlich der Standardisierung fiihren muB, wenn man auf diesen 
,konstanten individuellen Unterschied“‘ Wert legt, und sie sogar in 
die Rechnung einbezieht 4). 


Wir haben diese relativ einfachen Fragen nach den intra- und 
inter-individuellen Unterschieden so ausfiihrlich behandelt und geglaubt, 
ein groBes Versuchsmaterial opfern zu sollen, damit einmal die fiir die 


1) Anmerkung bei der Korrektur. Inzwischen ist eben eine ausfiihrliche 
Arbeit von Langecker und Stross (diese Zeitschr. 161) als Ergainzung der 
Mitteilungen in Kissingen erschienen. Eine genauere Durchsicht hat uns 
gezeigt, daB die tatsichlichen Feststellungen gar nicht so verschieden 
zwischen uns sind, dafiir um so mehr die daraus gezogenen Schliisse. 
Langecker und Stross definieren (S. 330), daB die Grundlage ihres Eichungs- 
verfahrens die Konstanz der individuellen Insulinempfindlichkeit ist; sie 
fiihren daher auch nur mit wenigen Tieren (und deren bestimmten Empfind- 
lichkeitsfaktoren) die Eichung aus; unsere Anschauungen iiber das, was 
man noch konstant nennen kann oder als verschieden empfindlich bezeichnen 
muB, sind aber ganz andere. Als Beispiel fiir ihre Versuche zur Konstanz 
der Empfindlichkeit geben sie (S. 325) die ausfiihrliche ,,Geschichte“ eines 
Tieres an. Darin findet sich nun, daB dieses Tier gegeniiber demselben 
Praparat (Test 1) mit genau derselben Blutzuckersenkung (némlich 
zwischen 0,47 und 0,43 mg pro Kubikzentimeter) reagiert hat, mit Dosen 
des Praparates von 0,3, 0,6, 1,2, 1,8 mg (immer pro Kilogramm des Tieres 
gerechnet) ! 

Und auch mit den Krampfen, auf welche die Wiechowskische Schule 
groBen Wert legt, steht es so, daB sich einmal mit 0,6 mg des genannten 
Praparates Krampfe ergeben, einmal damit keine Krimpfe, dann wieder 
mit 1,2 keine Krampfe und einmal wohl Krampfe; und auch bei 1,8 Krampfe 
noch ausbleiben. Dieses Tier soll dann gegeniiber anderen Tieren den 
konstanten Empfindlichkeitsfaktor 2 haben. 


Wir wiirden aus dem angefiihrten Material schlieBen, daB die 
Empfindlichkeit dieses Tieres nicht konstant ist, sondern um _ iiber 
500 Proz. (bei 0,3 bis 1,8 mg desselben Praparates die gleichen Reaktionen) 
wechseln kann. 





Biochemische Zeitschrift Band 163. 22 
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Praxis so wichtige Frage der Eichung einen geniigend festen Boden 
erhalt, ferner aber auch die wissenschaftlichen Schliisse, wenigstens 
auf dem Insulingebiet. 

Was die Eichung betrifft, so wollen wir in einer unmittelbar 
folgenden Arbeit naher darauf eingehen und hier nur die Hoffnung 
ausdriicken, daB von den Stellen, die iiber die meisten Erfahrungen 
verfiigen, gemeinschaftlich ein Schema aufgestellt wird, an das man 
sich halten soll, und von dem man nur unter Angabe von besonderen 
Griinden abweichen darf. 

DaB die Erfahreneren auf diesem Gebiete mit einer ziemlich 
groBen inter-individuellen Abweichung gerechnet haben, dafiir ist 
Beweis genug, dab, soweit uns bekannt, schon in dem ersten 
Druckschriftchen der amerikanischen Fabrik Lilly, welche unter 
Aufsicht des Torontokomités zuerst Insulinpraéparate hergestellt und 
auf den Markt gebracht hat, bei der Definition der Einheit gesagt 
hat: das Auftreten von Krimpfen bei 60 oder 70 Proz. der be- 
nutzten Tiere. 

Auch wir verlangten als Aufsichtsstelle der hollandischen Praparate, 
daB bei 75 Proz. der benutzten Tiere die ,,Krampfgrenze“ zu er- 
reichen ist. 

Wie dem aber auch sei, jedenfalls hat die Festlegung der Einheit 
nur einen Sinn, wenn gleichzeitig verlangt wird, bei wie viel Prozent 
der Tiere ein bestimmter Effekt, den diese Einheit hervorbringen muB, 
einzutreten hat. Diese Prozentzahl wegzulassen, ergibt einerseits die 
traurigen Erfahrungen an einem oder drei Tieren; andererseits 
aber anzunehmen oder zu verlangen, daB die Zahl 100 Proz. ist, wiirde 
die GleichmaéBigkeit der Praiparate sehr in Frage stellen, weil man 
gewiB in vielen Fallen die Erfiillung des Anspruches, bei wirklich simt- 
lichen Tieren den gleichen Effekt zu erhalten, nur durch eine ungemeine 
und in verschiedenen Fallen sehr ungleiche Steigerung der Dosis er- 
zwingen kénnte. 

Aber abgesehen von den Konsequenzen fiir die Eichung, ergibt 
sich aus dem obigen Materia] die Sinnlosigkeit, aus ein oder dres 
Versuchen, manchmal nur an einem Individuum ausgefiihrt, Schliisse 
auf das Verhalten eines bestimmten Insulinpraparats zu ziehen, ge- 
schweige auf das Verhalten des Insulins! Als Beispiel davon kénnte 
man Arbeiten anfiihren iiber Verhalten des Insulins hinsichtlich Milch- 
siurebjldung, Abnahme des Glykogens usw. 


Es ist auBerordentlich schwer auszumachen, welche Zahl wenigstens 

. . . . . s . 
verlangt werden muB, um bei einigermaBen befriedigender Uberein- 
stimmung als Andeutung eines bestimmten Verhaltens zu gelten. Wenn 
wir diese Zahl etwas willkiirlich auf 12 normieren — und dies will noch 
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recht wenig heiBen —, gewinnt man vielleicht eine andere Stellung 
zu vielen Veréffentlichungen auf dem Insulingebiet. 


Zusammenfassung. 


Es werden kurz einige der Voraussetzungen jeder biologischen 
Wertbestimmung erértert und hierbei die Bedeutung der intra- wie 
inter-individuellen Unterschiede betont. 


Um deren GréBe kennenzulernen und im besonderen das Ver- 
haltnis der intra-individuellen zu den inter-individuellen Unterschieden 
zu erfahren, werden die Ergebnisse von 543 Versuchen mit bekannten 
Insulinmengen an 136 Kaninchen besprochen. 


I. Die intra-individuellen Unterschiede werden genauer untersucht 
durch Einspritzung an demselben Tiere mit derselben Menge des gleichen 
Insulinpraparats an verschiedenen, wenigstens durch 1 Woche ge- 
trennten Tagen. Aus 145 zum Teil nur kurz angefiihrten Versuchen mit 
64 Tieren, von denen 16 viermal, 15 dreimal und 18 Tieren, zweimal ein- 
gespritzt wurde, ergibt sich, daB von einer individuellen Konstanz nicht 
die Rede ist, sondern die Abweichungen in der Reaktion desselben 
Tieres sehr bedeutend sein kénnen. 

Dasselbe ergibt sich aus 144 Versuchen mit demselben Praparat 
an 29 anderen Tieren; jedes wurde mit fiinf verschieden groBen 
Doscn, im ganzen fiinfmal, eingespritzt, wobei dasselbe Tier mit einer 
kleinen Dosis starker reagieren kann als mit einer viermal so groBen. 
(Siehe die zweitfolgende Mitteilung.) 

Die Abweichung der Dosen kénnte man als ein MaB® der intra- 
individuellen Unterschiede benutzen. 

Als Ursache dieser Unterschiede werden diskutiert : 

1. Unterschiede des Gewichts der Tiere im Laufe der Beobachtungs- 
periode. 

2. Unterschiede des Anjfangsblutzuckers vor Beginn  jedes 
Versuchs. 

3. Anzahl der  vorhergehenden Benutzungen zu _ Insulinein- 
spritzungen. 

, Es zeigt sich, da8 keiner dieser Faktoren eine irgendwie ausschlag- 
gebende Rolle spielt. Es bleibt vorlaufig nur iibrig, die Einwirkung 
von tiber-individuellen Faktoren anzunehmen, d.h. von solchen, die 
von auBen auf das bestimmte Individuum an bestimmten Tagen ein- 


wirken. Es wird an klimatische Einfliisse gedacht. Das Material, um 
diese eventuell nachzuweisen ist in Bearbeitung und soll im Zusammen- 
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hang mit anderen, nicht in dieser Mitteilung behandelten Versuchen 
gemeinschaftlich besprochen werden. 


II. Die Unterschiede verschiedener Individuen, mit gleichen Dosen 
desselben Praparats behandelt, sind auch deutlich. Werden aber Tiere, 
die am gleichen Tage benutzt sind, untereinander verglichen, so sind 
die Unterschiede nicht so groB wie die Unterschiede desselben Indivi- 
duums an verschiedenen Tagen. Gerade dieses Moment spricht fiir die 
letzterwihnte Annahme, dal Tagesfaktoren Ursache der _ intra- 
individuellen Abweichungen sein kénnen, besonders da an einem Tage 
verschiedene Tiere nach derselben Richtung Abweichung von der 
Norm zeigen kénnen. 

Die nahere Betrachtung von 81 bzw. 173 Versuchen an 
16 bzw. 41 Tieren wahrend langerer Perioden ergibt, daB diese 
Tiere anormal, d. h. starker bzw. schwiicher als nach der 
Dosis zu erwarten, gelegentlich reagieren. Es ist aber fest- 
zustellen, daB sich die UnregelmaBigkeit nicht immer in der- 
selben Richtung wiederholt, also nicht Tiere zu finden sind, die 
immer besonders unempfindlich und andere, die immer besonders 
tiberempfindlich waren. 

Dies steht im Gegensatz zu den Behauptungen von Stross und 
Wiechowski, die meinten, Kaninchen lassen sich in Gruppen konstanter 
Empfindlichkeit einteilen, wobei die Empfindlichkeit zwischen Eins 
und etwa dem Achtfachen variieren soll. 

Die Abweichungen in der Reaktion desselben wie verschiedener 
Individuen sind vom Prdparat unabhdngig; sie finden sich bei nieder- 
jandischen, englischen wie amerikanischen Produkten. 


Auf Grund der groBen intra- und inter-individuellen Unterschiede, 
also dem Mangel an Konstanz beim einzelnen Individuum wie ver- 
schiedener Individuen untereinander gegeniiber Insulin, wird hin- 
gewiesen, wie sinnlos eine ganze Reihe von Arbeiten sind, die das Ver- 
halten des Insulins bestimmen wollen durch Versuche an einem oder 
wenigen Tieren. 

Welche Methode zur Eichung eines Priparats nach diesen indivi- 
duellen Unterschieden als zweckmaBig gelten mu, wird in der un- 
mittelbar anschlieBenden Mitteilung besprochen. 


Anhang. 
Die Tabelle VIII gibt die Originalzahlen der 31 besonders aus- 
fiihrlich behandelten Tiere. Sie ist ohne weiteren Kommentar ver- 


stindlich. Der Blutzucker ist in Promillen angegeben, k bedeutet 
Auftreten von Kriampfen. 





Tabelle VIII. 
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Uber Bestimmung der Wirkungsstirke von Insulin (Eichung) 
und die neue klinische Einheit. 


Von 
Ernst Laqueur und 8. E. de Jongh. 


(Aus dem pharmako-therapeutischen Laboratorium 
. der Universitat Amsterdam.) 


(Eingegangen am 22. Juli 1925.) 


In der vorhergehenden Mitteilung haben wir die intra- und inter- 
individuellen Unterschiede von Kaninchen gegeniiber gut bekannten 
Insulinprapaten besprochen und die Folgen betont, die diese Unter- 
schiede auf Schliisse von irgendwelchem wissenschaftlichen Wert auf 
diesem Gebiete haben miissen. Nur kurz haben wir angedeutet, was 
wir unserer Meinung nach fiir die auch fiir die Praxis wichtige Eichung 
von Insulin daraus zu lernen haben. 

Was die Eichung betrifft, so wollen wir auf Grund unserer Er- 
fahrungen und also im besonderen als Folgerung aus der vorhergehenden 
Mitteilung die hauptsachlichsten Regeln angeben und ein Schema kurz 
schildern, das nach unserer Meinung einigermaBen befriedigende Er- 
gebnisse der Eichung garantiert. 

Man muB unterscheiden Hichungen wirklich unbekannter Praparate, 
wie sie die darstellenden Fabriken vorzunehmen haben, oder Labora- 
torien, die sich mit Insulin oder insulinartigen Stoffen beschaftigen, und 
die Nacheichung, wie sie den verschiedenen Kontrollstellen, die 
dankenswerterweise das Torontokomité in verschiedenen Landern 
einzurichten gesucht hat, obliegen. Diese Stellen sollen ja alle 
moéglichst fiir die gleichmaBige Starke der Praparate sorgen. 

Die Hawptregeln fiir die einzelne Eichung, also Bestimmung der 
Wirkungsstarke eines unbekannten Praparats sind etwa folgende: 

1. Nicht zu wenig Tieren zu gleicher Zeit mit derselben Dosis von 
Beginn ab einspritzen; denn Ergebnisse an nur einem bis drei Tieren 
kénnen noch kaum einen Anhalt geben, welche Dosen man fiir die 
Hauptversuche benutzen soll. 
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2. Andererseits sind auch nicht an einem Tage iiberfliissig viele 
bzw. etwa alle Tiere dieses Tages mit ein und derselben Dosis zu behandeln, 
und an einem folgenden Tage alle Tiere mit einer anderen und dann 
auch wieder mit nur derselben Dosis, sondern es ist zweckmaBig, beide 
Faktoren, Dosis und Tage soviel wie méglich zu vermengen, damit man 
nicht die geringen oder die starken Wirkungen eines Tages der Dosis 
dieses Tages zuschreibt, wahrend die Ursache -vielleicht in klimatischen 
Verhaltnissen des Versuchstages gelegen ist. 

3. Im ganzen sind so viele Versuche vorzunehmen, da man unter 
Umstianden die Ergebnisse von Tagen, an denen alle bzw. die Mehrzahl 
der gebrauchten Tiere deutlich abnormal reagieren, ausschalten darf, 
ohne das Gesamtergebnis zu triiben. 

Die Eichung geschieht durch Senkung des Blutzuckers, nicht 
durch Eintritt oder Ausbleiben von Krimpfen. Aus historischen 
Griinden nennt man eine Senkung des Blutzuckers auf +- 0,45 Prom. 
(+ bedeutet, daB Zahlen von 0,49 und 0,40 Prom. gleiche Bedeutung 
haben) das Erreichen der ,,Krampfgrenze‘, ohne daB hiermit irgend- 
wie etwa gesagt sei, ob dann wirklich Krampfe auftreten. Im letzteren 
Falle nimmt man aber, auch ohne da’ Blutzuckerbestimmungen 
ausgefiihrt werden, an, daB die Krampfgrenze erreicht oder unter- 
schritten war. Auf Grund von sehr vielen Erfahrungen wird der 
Blutzucker dann oft bis + 0,30 Prom. gesunken sein'). Wir wollen 
dariiber nicht mehr viel sagen, welche Methoden der Blutzucker- 
bestimmung man am besten benutzt, da dies von den Erfahrungen 
des Laboratoriums abhangt; wir haben den Eindruck, daB es mit sehr 
verschiedenen Methoden méglich ist, gute, aber auch schlechte Resultate 
zu bekommen?). Nehmen wir ein Beispiel fiir eine Eichung. 

In Vorversuchen hat ein Praparat mit 0,3 mg_ bei verschiedenen 
Tieren, z. B. vier von fiinf, eine Blutzuckersenkung von + 0,45 Prom. 
hervorgebracht. 

Es werden jetzt an einem Tage Gruppen von vier Tieren mit 0,3 bzw. 
0,36 und mit 0,24 mg eingespritzt. 

Ergibt sich, daB von den beiden ersten Gruppen je drei Tiere die 
,.Krampfgrenze** — wir wiederholen: Senkung des Blutzuckers auf 
+ 0,45 Prom. oder darunter bzw. Auftreten von Krimpfen — erreicht 
haben, von der letzten nur zwei Tiere, so wird am folgenden Tage 15 Tieren, 
und zwar wieder drei Gruppen von fiinf, dieselbe Menge eingespritzt. I) 
giinstigen Fillen kann das Ergebnis regelmaéBig sein, sodaB also z. B. drei 
von den Tieren mit 0,24 mg, vier von den Tieren mit 0,30 und fiinf von 
den Tieren mit 0,36 mg bis zur Krampfgrenze reagieren. 


') Anmerkung bei der Korrektur: Langecker und Stross geben nach 
ihren Erfahrungen bei Kriampfen oder kurz davor 0,29 mg pro ccm av. 

®) Wir verweisen auch auf das Kapitel ,,Bestimmung der Wirkungs- 
stirke“ in Grevenstuk und Laqueur, ,,Insulin‘*, Bergmann, Wiesbaden 1925, 
und Ergebn. f. Physiol. 23. 
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Dann werden nochmals am folgenden Tage oder spiter z. B. zwei 
Gruppen von je sechs Tieren mit 0,3 oder 0,36 mg benutzt; ist dann 
auch das Ergebnis z. B., daB vier Tiere der ersten Gruppe die Krampf- 
grenze erreichen und fiinf von der zweiten, so kann die Eichung 
zunachst als erledigt gelten. Denn es sind dann, einschlieBlich mit 
dem Vorversuch, zusammen mit 0,3 mg eingespritzt (5+ 4+ 5+ 6 
=) 20 Tiere, wovon bis zur Krampfgrenze reagiert haben (4 + 3 + 4 
+ 4 =) 15, das sind drei Viertel der Tiere; mit 0,24 mg sind 9 Tiere 
eingespritzt und davon haben 5 Tiere bis zur Krampfgrenze reagiert, 
also noch nicht zwei Drittel der Tiere; mit 0,36 mg sind 15 Tiere 
eingespritzt und davon haben 13 Tiere die Krampfgrenze erreicht, 
das sind iiber acht Zehntel. 

Wir sagten, die Eichung kann als erledigt gelten, nimlich dann, 
wenn auch die (4 + 5 =) 9 negativ reagierenden Tiere, denen je 0,24 
und 0,30 mg eingespritzt wurden, in der Mehrzahl wohl eine deutliche 
Blutzuckersenkung erhalten haben, aber nur nicht ganz bis zur Krampf- 
grenze gekommen sind. Das Mittel von den tiefsten Blutzuckern zu 
nehmen, kann dann wohl zweckmaBig sein, um sich zu orientieren, 
ob die Ergebnisse an den Tieren, die nicht die Krampfgrenze erreicht 
haben, auch einigermaBen die Wirkung des Insulins erkennen lassen. 

Es sei nun ausdriicklich bemerkt, da8 nur in seltenen Fallen die 
Eichung so glatt verlauft. Fiir alle anderen Fille sind so viel Kaninchen 
zu gebrauchen, bis eine Dosis anzugeben ist, bei der 75 Proz. der Tiere 
bis zur Krampfgrenze reagiert haben, also mindestens 15 von 20, und man 
vor allem sicher ist, daB von den Tieren, denen eine gréBere Dosis ein- 
gespritzt ist, keinesfalls mehr als 25 Proz. iiber der Krampfgrenze 
geblieben sind [doppelte Krampfgrenze')]. Im AnschluB an die obigen 
Hauptregeln wiirde es unzweckmiBig sein, an einem Tage nun besonders 
viele Tiere zu nehmen, und sicher falsch, allen Tieren dieselbe Dosis 
einzuspritzen, sondern es ist besser, die Tiere auf verschiedene Tage 
zu verteilen, und stets Gruppen von Tieren desselben Tages ver- 
schiedene Dosen einzuspritzen, médglichst auch eine Gruppe mit 
einem bekannten Priparat, dessen Reaktion auch schon vdllig be- 
kannt ist. 

Auf diese Weise kann sich nach einigen Tagen herausstellen, daB 
die Mehrzahl der Tiere an einem Tage sich auffallend verhalten hat. 
Das Recht, die Ergebnisse dieses Tages auszuschlieBen, ist dann nur 
aus der Zahl der iibrigen untereinander iibereinstimmenden Versuche 
zu gewinnen. Unter Ubereinstimmung wird verstanden, daB die Er- 
gebnisse von den iibrigen Tagen untereinander sich decken, ferner ein 
deutlicher Gang der Kurve zu erkennen ist in dem Sinne, daB die 





1) Siehe |. c. und de Jongh, Biochem. Journ. 18, Nr. 5, 1924. 
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Prozentzahl der Tiere, die mit Krampfgrenze reagieren, mit der Dosis 
steigt, und daB die Gesamtzahl der die Krampfgrenzdosis eingespritzt 
erhaltenen Tiere groB génug ist; um von Prozenten zu sprechen, 
also die Zahl dieser Tiere hier sicher etwa 25 betragen muB. 

So viel iiber die Eichung. 

Die Kontrolle, die Nacheichung, geschieht nun am besten in folgender 
Weise. Man nimmt an zwei aufeinander folgenden Tagen je 6 Tiere, 
von denen 3 die in 1 ccm aufgeléste angebliche Krampfgrenzdosis oder 
weniger und 3 die Krampfgrenzdosis eines Standard praparats eingespritzt 
bekommen. Der, Versuch wird in der folgenden Woche, etwa nach 
8 Tagen, mit den gleichen Tieren wiederholt, nur werden jetzt die 
Praparate gewechselt, d. h. die Gruppe Tiere, die zuerst das zu eichende 
Praparat erhielt, erhalt jetzt das Standardpriparat, und umgekehrt. 
Auf diese Weise schlieBt man die intra- und interindividuellen Unter- 
schiede, im besonderen aber auch die Tagesfaktoren, ziemlich weit- 
gehend aus. Dies Verfahren ist im Institute for Medical Research in 
Hampstead-London iiblich, wie uns der Leiter, Dr. Dale, voriges Jahr 
freundlicherweise miindlich mitgeteilt hat. 

Als gleich mit dem Standardpriparat darf ein Praparat unserer 
Meinung nach gelten, wenn die Abweichungen im Mittel, nach ver- 
schiedenen Methoden bestimmt, nicht tiber 10 Proz. sind. 

Als Methode kommen in Betracht: 

1. Die Zahl der Tiere, die nicht bzw. die wohl die Krampfgrenze 
erreicht haben. 

2. Vergleich der mittleren Blutzucker, wobei der Blutzucker von 
Tieren, die die Krampfgrenzdosis erhielten, mit 0,30 Prom. an- 
genommen werden darf. Dagegen legen wir auf den durchschnittlichen 
Abfall, bei dem der Anfangsblutzucker in die Rechnung eintritt, keinen 
groBen Wert, weil er nach unseren Erfahrungen (s. auch folgende 
Mitteilung) auBerordentlich wechseln kann, und weil von seiner Héhe 
die schlieBliche Senkung in weiten Grenzen unabhingig ist. 

Man wird bei dieser Vergleichsmethode, wenn sie nicht sehr aus- 
gebreitet wird, nur erfahren — was fiir die Kontrolle geniigt —, ob 
ein Praparat zu schwach oder zu stark ist. Zur quantitativen Be- 
stimmung der Starke wird das erste Verfahren mehr in Betracht kommen. 

Die ganze Eichung und Nacheichung beruht also auf der Definition 
der ,,Krampfgrenzdosis“, die in 75 Proz. der benutzten Tiere erreicht 
werden soll, und auf dem Vergleich mit der Wirkung von Mengen eines 
Vergleichspraparats, das auch die ,,Krampfygrenze“ erreichen lassen 
soll. Urspriinglich galt ein Drittel einer Krampfgrenzdosis als Hinheit, 
spater wurde diese Einheit um 40 Proz. erhéht. Man konnte also sagen, 
ein Praparat enthalt (in der bei den Handelspraparaten meist tiblichen 
Konzentration) in 1ccm 20 der urspriinglichen Einheiten = 20 ein 
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Drittel Krampfgrenzdosen, wenn */,, ccm der Lésung bei 75 Proz. der 
benutzten Tiere die Krampfgrenze erreichen lieB. In unserem obigen 
Beispiel ware das der Fall, wenn */, x 0,3 mg = 2,0 mg in 1 cem auf- 
gelést sind, oder nach der 40proz. Erhéhung der Einheit, wenn 2,8 mg 
pro Kubikzentimeter aufgelést sind. Nun ist es zweifellos ein groBer 
Vorteil, wenn die Kontrolle iiberall in der ganzen Welt mit einem 
gleichen Praparat geschieht, einem Standardpraparat bzw. mit Pri- 
paraten, die auf dieses eingestellt sind, und wenn die Einheit definiert 
wird als ein bestimmter Teil dieses Standardpraparats. 

Dies ist in jiingster Zeit geschehen, und es ist Sache derjenigen, 
die das Standardpraparat dankenswerterweise zusammengestellt haben, 
naheres dariiber mitzuteilen. Hier nur das folgende. Hauptsichlich 
ist es den Bemiihungen Dales, dem schon genannten Leiter des 
National Institute for Medical Research Hampstead-London ge- 
lungen, das Standardpraéparat herstellen zu lassen). Es geschah dies 
auf Wunsch: einer Vélkerbundkommission, zusammengetreten beim 
internationalen PhysiologenkongreB in Edinburg 1923. Das Toronto- 
komité hat jetzt als ,,klinische Einheit“ !/, mg dieses Standard priparats 
definiert. 

Nach unseren bisherigen Versuchen an Kaninchen hat !/,. mg 
nach den Vorschriften, die Dale wohl selbst mitteilen wird, die 
Wirkung, daB 75 Proz. der Tiere die Krampfgrenze erreichen. 

Die klinische Einheit, wie sie jetzt definiert ist, kommt also an- 
nahernd der urspriinglichen Krampfgrenzdosis nahe, und es enthalt 
also leem 20 solche Einheiten, wenn */,.ccem, also nicht mehr wie 
urspriinglich 3/,,ccm, bei 75 Proz. der Kaninchen diesen Effekt hervorruft. 

Statt Kaninchen kénnte man theoretisch natiirlich auch eine 
andere Tierart zur Eichung benutzen, z. B. Ratten; man miiBte dann 
auch entsprechende Effekte vergleichen, z. B. Temperaturerniedrigungen. 
Wiirde man feststellen, daB 1/,, mg des Standardpriparats z. B. bei 
75 Proz. der Tiere Temperaturherabsetzungen um 2° hervorbringt — 
leider ist diese Methode der Eichung nicht méglich, weil sie zu viele 
UnregelmaBigkeiten liefert —, so wiirde von dem zu priifenden Pra- 
parat, das 20 klinische Einheiten im Kubikzentimeter enthalten soll, 
zu verlangen sein, daB */,5, ccm solche Temperaturerniedrigungen um 
2° bei 75 Proz. der Ratten hervorbringt. 

Es geht also aus diesem hervor, daB es sehr wiinschenswert ist, 
auBer der klinischen Einheit als Milligramm eines Standardpraparats 
auch noch festzulegen, auf vwelchem Wege die Vergleichung vor- 
zunehmen ist, denn sonst kann leicht die ganze, so dankenswerte, Be- 
miithung zur Einheitlichkeit illusorisch werden. 


') Report of the Medical Research Council for the Year 1923/24. 
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Besonders ist festzulegen die Prozentzahl von Tieren, die iiberhaupt 
den bestimmten Effekt zeigen soll. LaBt man diese Zahl weg, so 
ergeben sich entweder die traurigen Erfahrungen an | oder 3 oder 5 Tieren, 
die dann als wirkliche Erfahrungen gelten sollen. Andererseits 100 Proz. 
zu verlangen, wiirde nach unseren Erfahrungen die GleichmaBigkeit 
der Praparate aufs schwerste gefahrden. Ein Vergleich wird das deut- 
licher machen. Verlangt man z. B., daB 100 Proz., d.h. also alle zu 
benutzenden Individuen, einen bestimmten Effekt erreichen, z. B 
Senkung des Blutzuckers unter die Krampfgrenze, oder Kriampfe oder 
tiefe Temperaturen usw., alles Erscheinungen, die im gewissen Sinne 
am Ende einer Skala liegen, deren Wahrscheinlichkeit mit der Dosis 
asymptotisch zunimmt, so ist das ungefiéhr dasselbe, als wenn man 
nach Bestimmung ,,sicher oder absolut tédlicher*‘ Mengen eines Stoffes 
behauptet: Praparate mit absolut tédlichen Mengen sind unterein- 
ander gleichwertig. 

Mehr als tédlich kann nichts sein, wenn aber z. B. 95 Proz. von 
Individuen bereits mit 1 g und kleineren Dosen eines beliebigen Pri- 
parats gestorben sind, einige aber, besonders widerstandsfihige, erst 
mit 3 oder 10g sterben, so ist man bei Bestimmung der absolut téd- 
lichen Dosis ganz dem Zufall ausgeliefert, ob man gerade ein besonders 
widerstandsfihiges Tier findet; ist dies der Fall, dann wird die absolut 
tédliche Menge dieses Praparats auf das Zehnfache steigen miissen. Es 
fiihrt dies zu Konsequenzen wie etwa: eine 30 cm-Granate ist von 
gleicher Bedeutung als ein 7,5 mm-GeschoB, denn beide sind, wenn sie 
nur treffen, absolut tédlich. 

Wir haben den Eindruck, als ob der Gesichtspunkt der unvermeid- 
lichen individuellen Unterschiede, welche jede biologische Methode in 
sich tragt, nicht genug beriicksichtigt wird, wenn man nicht stets neben 
dem durch physikalische Methoden zu bestimmenden Standard (Ge- 
wichtseinheiten, Stromstarken und dergleichen) angibt, auf welchen 
Ejffekt man einstellen soll, vor allem aber, bei einer wie groBen Anzahl 
von Individuen, die unter bestimmten Bedingungen gehalten sind, 
dieser Effekt eintreten soll. Wir hoffen, daB man auch dies beim Insulin 
international regeln wird. Aussicht dazu besteht. Wie wir eben er- 
fahren, sollen diese Fragen schon im September dieses Jahres be- 
sprochen werden bei der Sitzung der internationalen Konferenz tiber 
biologische Standards, die von dem Health Committee des Vélker- 
bundes nach Genf einberufen ist. 




















Verhiltnis von Dosis und Blutzuckersenkung 
(Konzentrationswirkungskurve) und Schwellenwert des Insulins. 


Von 


Ernst Laqueur und §. E. de Jongh. 


(Aus dem pharmako-therapeutischen Laboratorium 
der Universitat Amsterdam.) 


(Eingegangen am 22. Juli 1925.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


In einer Monographie iiber Insulin hat der eine von uns?) aus- 
einandergesetzt, daB die Frage nach der Konzentrationswirkungs- 
kurve eines Stoffes ohne weitere Ergiinzung sinnlos ist. Es besteht 
nicht allgemein eine Beziehung zwischen Dosis und Wirkung, sondern 
nur eine bestimmte Beziehung zwischen Dosis und dem Grade einer 
bestimmten Wirkungsart; ja, noch mehr einschrankend, auch nur 
bei einer bestimmten Art der Zufithrung der Dosis und bei einer be- 
stimmten Tierart. Um nur beim Insulin zu bleiben, sieht man ohne 
weiteres, daB ganz verschiedene Beziehungen bestehen miissen, wenn 
man den Insulineffekt bestimmt durch die Menge Glucose, die bei 
einem Diabetiker nach Insulingabe nicht in den Harn iibergeht, 
oder wenn man die Wirkung miBt nach der GréBe der Blutzucker- 
senkung. 

Im ersten Falle wird man eine lineare Beziehung in gewissen 
Grenzen fiir wahrscheinlich halten, z. B. fiir eine Einheit Insulin kénnen 
etwa 2g KH verwertet werden, fiir 2 Einheiten etwa 4g usw.; im 
zweiten Falle wird aber niemand annehmen, daB, wenn 10 Einheiten™ 
eine Blutzuckersenkung von 1,00 Prom. bis auf 0,50 Prom. hervor- 
bringen, 20 Einheiten nun den Blutzucker auf 0,0 werden schwinden 
lassen. Ohne nun auf die Literatur und die Theorie weiter einzugehen, 
wollen wir, unter Verweisung auf die genannte Monographie, hier nur 
unsere eigenen tatsachlichen Feststellungen wiedergeben. 

Wir haben uns nur mit der Abhangigkeit der Senkung des Blut- 
zuckers von der Menge des Insulins bei subkutaner Einspritzung be- 
schaftigt. 

1) Grevenstuk und Laqueur, Verlag Bergmann, 1925 und Ergebn. f. 
Physiol, 238. 
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Aber auch diese so einfach klingende Frage ist noch komplex, 
denn man kann verfolgen: 

1. nur den Grad der Senkung; 

2. den zeitlichen Verlauf. 

Diese zweite Aufgabe wire auch wieder zu trennen in drei Teile: 

a) wann beginnt die Senkung ? 

b) mit welcher Geschwindigkeit verlauft sie bis zum Minimum 
(Steilheit) ¢ 

c) wie lange halt sie an (Breite) ’ 

Es ist deutlich, namentlich in Kenntnis der vorhergehenden 
Mitteilung'), worin die GréBe der intra- und inter-individuellen Ab- 
weichungen Insulin gegeniiber beschrieben ist, daB jede dieser Frage- 
stellungen eine sehr groBe Menge von Versuchen verlangt. Wir haben 
uns darum nur auf die erste Frage beschrankt: Welche Abhdngigkeit 
besteht zwischen tiefster Senkung des Blutzuckerspiegels bei subkutan 
eingespritzten Insulinmengen beim Kaninchen, bei Bestimmung nach 
2 und 4 Stunden nach der Insulininjektion. Ohne weiteres ergibt sich 
dann auch — schon allein um den Nullpunkt festzulegen —, daB auch 
die Dosen zu bestimmen sind, die keine Wirkung hervorrufen; mit 
anderen Worten: auch der Schwellenwert ist zu bestimmen. 

Wir berichten im folgenden iiber etwa 360 Versuche an etwa 
140 Tieren. 

Nach der oben zitierten') Mitteilung iiber die individuellen Unter- 
schiede ist es ganz selbstverstandlich, daB wir nur von einem Mittel 
aus verschiedenen Versuchen teils an denselben Tieren an verschiedenen 
Tagen, teils an verschiedenen Tieren an gleichen Tagen etwas fiir 
unsere Frage erwarten diirfen. 

Wir gingen darum fiir den Bereich der Kurve, der uns am meisten 
interessiert, d. h. wo die Senkung des Blutzuckers sehr deutlich ist und 
annihernd maximal wird, in folgender Weise vor. 

Es wurden zwei Reihen (A und B) von je fiinf Gruppen (a, b, c,d, e) Ka- 
ninchen gewahit, jede Gruppe bestehend aus drei Tieren, also 2 « 15 Tiere. 
Jedem Tiere der fiinf Gruppen wurde je einmal im Abstand von | Woche 
dasselbe, sehr gut standardisierte Praiparat, und zwar '/,, 1, 1%, 2, 
2\, Einheiten eingespritzt?), den fiinf Gruppen der Reihe A immer 
im Anfang, denen der Reihe B in der Mitte der Woche. In der 


1) Diese Zeitschr. 168, 308 ff., 1925. 

%) Unter Einheit ist wiederum verstanden: ein Drittel der Menge 
Insulin, die bei 75 Proz. der benutzten Kaninchen (2 kg schwer, ungefiahr 
24 Stunden hungernd) die ,,Krampfgrenze“ erreichen laBt, d. h. daB der 
Blutzucker auf + 0,45mg pro Kubikzentimeter oder darunter sinkt, 
bzw. da8 Kriimpfe auftreten. 
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ersten Woche erhielt dann Gruppe a 2, b 114, ¢ 1, d 44, e 2% Einheiten. 
In der folgenden Woche a 1%, b 1, ¢ 44, d 2%, e 2 usw. Auf diese 
Weise erhielten wir unserer Meinung nach eine méglichst gute Mengung 
hinsichtlich der individuellen wie der Tagesfaktoren, ferner der Ein- 
fliisse, welche die Zahl der Einspritzungen, die Reihenfolge der Dosierung 
der Einspritzung und dergleichen ausiiben kénnen. 

Das Gewicht der Tiere hat sich im Laufe der Versuchsperiode — 
gerade 4 Wochen, die besonders giinstig fiir alle unsere Kaninchen 
waren — nur wenig geandert. (Bei 19 Tieren war es innerhalb 3 Proz. 
konstant, bei 7 innerhalb 7 Proz., bei einem kam Abnahme bis 10 Proz. 
und bei einem Zunahme von 14 Proz. vor.) 

Wir geben das Wesentliche der Versuche in einer Ubersichtstabelle. 

Fiir jeden Versuch ist ferner nur der Anfangsblutzucker und der 
tiefste Wert angegeben, der bei zweimaliger Bestimmung innerhalb 
4 Stunden erreicht wurde; meist ist es der Wert, welcher nach 2 Stunden 
bestimmt wurde, da nach 4 Stunden schon wieder eine Steigerung 
vorlag, in sehr vielen Fallen sogar bereits das Niveau des Anfangs 
erreicht war. Der Blutzucker wurde nach Hagedorn-Jensen in der 
Modifikation von Dresel und Rothmann bestimmt. Die Genauigkeit 
der Doppelbestimmung war 0,05 mg pro Kubikzentimeter. 

Unter der Uberschrift Lajektion ist angegeben, bei der wievielten 
von den fiinf Injektionen der betreffenden Gruppe die angegebene 
Menge eingespritzt wurde. Kr. bedeutet Eintritt von Krampfen. 


Tabelle I. 





2 Einheiten 1 Einheit 


2'/,Einheiten 


Injektion 
Injektion 


= 
< 


Reihe A. 
1,03) IT. 1,20) Kr. | T11)1,26/1,17 
1.03 141 0, 1400.71 
0,58 1,52 13 1,20 1,11 


Kr.| 1. 0,88 _ 1,21 0,47 LIT. 1,11 0,56 
0,63 1,18 1,380,72 1,23 1,08 
0,54 0,89 1300.51 1,25 0,88 


0,84 V. 0,88 0,51 IT. 1,390.36 
0,35 0,98 0,66 1,110.71 
0,35 4 0,890.43 0,980.50 


0.65 IV. "0,941.00 1. 1,13 0,66 
Kr. 1,07 0.83 0,97,0,70 
0.33 1,36 0,50 1,06 0.74 
0.80 IIT. 7.159081 V.1,13.0,79 
0.67 1,32 0.73 1,26 0.80 
0,63 1,14 0.84 1,24 0.64 
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€ 2! ,Einheiten € 2£Einheiten € 1'/,Einheiten ¢ 1 Eimheit € '/, Einheit 

Onges! ¢ 3 3 : : 
Ne. | S/S S' 8B) Si Se SB) Sissi 283i & esi 8B BS isd FB 
© €3 tz £ 532 Beli S2i\tz> F SE te EF F335 
<s =F <3 oa <z =F <i Pata <5 a= 


Reihe B. 


a 55 V. 108 028 I. 114) Kr.) IL. 1,13 031 ILL. 132 Kr. IV. 1,31 1,20 
35 0.95 0,37 1,07 045 115 0,59 1,36 0.89 1,04 0.87 
4 1.08 0.45 1.22 0.60 1,46 0,95 1,35 0.46 1,28 0.75 
b 19 IV. 114 083 V.109 0.73. IT. 1,19 067 IIL. 1,36 1,02 ITT. 1,220.98 
76 1.03 0.58 1.09 0.58 1,02 0,78 1.33 0.86 1,300.82 
53 + + + + on & 9 eh k + | + 

. 1,26 Blut 2,60 Blut 
e 101 IIT. 133 Kr. TV. 1.00 Kr. V. 067 Kr. 1.115058 IT. 1,37 Kr. 
60 151 Kr. 1.04 045 1,10 033 1.06 Kr 1.29 0.88 
37 131 045 1,05 0.47 1,23 0,62 0.97. Kr. 1,37 0.43 
d 40 ITIL. 1,65 0,62 TIL. 1,25 0,70 IV. 112 068 V.130081, 1.1.25 Kr. 
7 1,92 0.50 123 Kr. 1,14 0,45 115 Kr. 0,96 0.42 
59 1.74 0,95 1.26 0.45 0,92 0,68 1,30 0,41 1,03 0.69 
e 49 1. 1,23 082 II. 1.34 067 ILL. 118 0,64 IV.1,23087 V.1,000,70 
119 116 Kr. 0.53 0.57 1.24 071 1,31 0,86 1,09 0.81 
32 0.88 Kr. 1,22 1,03 111 0.56 1,04 0,63 1,310.71 


Es ist schwer, ohne weiteres aus dieser Zahlenmenge Schliisse zu 
ziehen. Dadurch, daB zwei Tiere wahrend des Versuchs starben, sind 
zwei Gruppen unvollstandig. Nehmen wir das Mittel aller tiefsten 
Blutzucker, wobei wir in den Fallen, wo Krampfe auftreten, auf Grund 
unserer vielen Erfahrungen einen Blutzucker von 0,30 Prom. ein- 
setzen, und beriicksichtigen wir dabei auch den mittleren Anfangs- 
blutzucker, um den gesamten Abfall kennenzulernen, so ergibt sich 
Tabelle II. 





Tabelle 11. 
Einbeiten 2'\2 2 I"! 1 2 
mg)/Proz. mg)/Proz. mg/Proz. mg) Proz. mg, Proz. 
Anfangsblutzucker . . . 1,26 1,20 115 1,24 1,19 
Tiefater Wert ..... 051 057 0,59 0.69 0.73 
ES ea (0,75 0.63 0.56 0.55 0.46) 


Wir haben an anderer Stelle auseinandergesetzt, daB es uns nicht 
richtig erscheint, auf den Abfall besonderen Wert zu legen, denn der 
Anfangsblutzucker schwankt sehr stark. In den hier vorliegenden 
144 Versucheh ist er ngch relativ konstant, obwohl auch bei demselben 
Tiere Schwankungen von 0,88 bis 1,55.vorkommen (Nr. 129) oder 
0,92 bis 1,74 (Nr. 59). 

Bei einer noch gréBeren Zahl von Versuchen sieht man aber, dab 
die Schwankungen noch viel gréBer sein kénnen. So haben wir bei 
435 anderen Tieren, die alle 23 Stunden gefastet hatten, gesehen, dab 
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der mittlere Wert 1,38 war, aber Schwankungen vorkamen von 0,40 
bis auf 5,25. Die Extreme allerdings sind Ausnahmen. Vor allem sind 
die hohen Werte auBerst selten, es ist nur einmal ein Wert iiber 4,00 
vorgekommen, sechsmal iiber 3,00, 15 Werte waren iiber 2,00, 57 iiber 
1,80, also im ganzen lagen 90 Proz. unter 1,80 Prom. 

Aber jedenfalls gibt der tiefste Blutzuckergehalt, dessen absoluter 
Wert, wie wir uns auBerordentlich oft iiberzeugen konnten, von dem 
Anfangsblutzucker weitgehend unabhangig ist, ein besseres MaB fiir 
die Wirkung einer Dosis, und darum haben wir auch hier nur diesen 
tiefsten Wert im wesentlichen betrachtet. 

Aus der Zusammenstellung in Tabelle Il ergibt sich also deutlich 
ein Gang der Kureve; die Kurve ist aber recht flach. Der gréBte Abfall 
liegt also bei noch kleineren Dosen als wir sie bisher betrachtet haben. 

Die Abhingigkeit der Wirkung von der Dosis kénnen wir auch 
noch in anderer Weise, die mehr an die bei der Eichung auseinander- 
gesetzte Methode erinnert, bestimmen; wir fragen einfach, wieviel 
Prozent der Tiere unterschreitet die ,,Krampfgrenze“, worunter also 


verstanden wird, daB der Blutzuckerwert unter 0,50 Prom. — diese 
Zahl selbst nicht mitgerechnet — gesunken ist bzw. Krampfe auf- 
getreten sind. Wir erhalten das folgende: 
bei 2% 2 1% 1 ¥,Einheiten erreichen von 
den Tieren die Krampf- 
OE. 6 «vis os 41 32 23 21 Proz. 


Auch hier sei betont, daB es durchaus nétig ist, eine recht grobe 
Zahl von Versuchen anzustellen, wenn man iiber irgendwelche Higen- 
schaften von Insulin, so also in unserem Falle iiber Verhalten von Insulin- 
dosis und -wirkung etwas aussagen will. Hatten wir z. B. nur halb soviel 
Versuche gemacht und nur 15 Tiere gleichmaBig behandelt, so kénnte 
man schlieBen, daB zwischen Dosen von 1 und \% Einheit z. B. 
gar kein Unterschied ist. Die Zusammenstellung der tiefsten Blut- 
zucker bei jeder der Reihen getrennt, ergibt naimlich folgendes: 





Einheiten: || 21/2 2 11/, 1 1/9 
|| mg/Proz. mg/Proz. | mg/Proz. mg /Proz. mg/Proz. 
YY a ee ee ee 0,517 0,602 0,594 0,754 0,743 
id: cl vas col “wie itd 0,503 | 0,547 0,592 0,620 0,711 


Und zu welchen Absurditaéten es fiihrt, SchluBfolgerungen aus 
einzelnen Versuchen zu ziehen, dafiir einzelne Beispiele, die sich am 
besten durch Kurven wiedergeben lassen. Aus Nr. 129 wiirde z. B. 
zu schlieBen sein, daB die Blutzuckersenkung geringer ist, je gréBer 
die Dose. Kaninchen Nr. 25 kénnte als ein Beispiel gelten, wo ein 
Minimum bei einer bestimmten Dosis vorliegt. Kaninchen Nr. 59 
und 51 sind Beispiele fiir ein véllig regelloses Verhalten. 
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Tatsachlich zeigen nur ganz wenige Versuche, héchstens 4 von 

den 29, ein Verhalten, wie es mit dem Mittel aller iibereinstimmt, 

namlich einen deutlichefi Gang, am besten noch Nr. 50 und 199. 
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Aus diesen Kurven geht besser als aus vielen Zahlen die Be- 
rechtigung unseres oft behaupteten Schlusses hervor: nur eine gréfere 
Zahl von Tieren kann irgendwelche Ergebnisse auf dem Insulingebiet 
liefern. 

Es ist noch zu erértern, ob auch in den hier besprochenen Ver- 
suchen sich Tage mit Starker“ oder mit besonders 
,8chwacher* Reaktionsfahigkeit geltend machen; Da an jeder der 
zehn Versuchstage 15 Tieren das gleiche Priparat eingespritzt wurde, 
das stets auf die verschiedenen Individuen wohl verschieden verteilt, 
im ganzen aber in gleicher Menge angewandt wurde, so kénnen wir sehen, 
ob die Gesamtwirkung gleich ist. Die Gesamtwirkung ist wieder am 
bequemsten durch die Angabe auszudriicken, wieviel von den 15 Tieren 
an jedem der zehn Versuchstage die Krampfgrenze erreicht haben. In 


besonders 


Biochemische Zeitschrift Band 163. 23 
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der Reihe A ist dies der Fall bei der ersten Injektion in 27 Proz., der 
zweiten in 27 Proz., der dritten in 27 Proz., der vierten in 33 Proz. und 
der fiinften in 27 Proz. In der Reihe B erreichten die Krampfgrenze 
bei der ersten Injektion 57 Proz., bei der zweiten 21 Proz., der dritten 
50 Proz., der vierten 29 Proz. und der fiinften 50 Proz. Bei Reihe A 
machen sich also gar keine Unterschiede bemerkbar, bei der Reihe B 
dagegen ziemlich erhebliche. Dreimal haben dabei die Tiere relativ 
stark, zweimal recht schwach reagiert. Hatten die Tiere eine fiir das 
einzelne Individuum charakteristische Empfindlichkeit, so kénnten 
diese Unterschiede daran liegen, daB an den ,,starken Tagen die 
empfindlichen Tiere gerade mit den niedrigen Dosen an der Reihe 
waren, wo sie dann stark reagiert haben, und daB an den ,,schwachen** 
Tagen die unempfindlichen Tiere gerade mit den hohen Dosen relativ 
»8chwach* geantwortet haben. Davon ist aber nichts festzustellen. 
An dem ,,starksten* Tage, nimlich bei der ersten Injektion der Reihe B, 
war Gruppe d mit der niedrigsten Dose an der Reihe, und damit haben 
zwei Tiere ,,stark’ reagiert; am ,,schwachsten’’ Tage der zweiten 
Injektion war die Gruppe d mit der héchsten Dose an der Reihe 
und hat damit sehr ,,schwach“ geantwortet, nimlich alle drei 
Tiere waren negativ, haben also nichts von besonderer Empfind- 
lichkeit gezeigt. 

Bei der Gruppe e dagegen hat man wirklich den Eindruck, als ob 
diese drei Tiere etwas weniger empfindlich waren, indem nur zwei mit 
der gréBten Dosis die Krampfgrenze erreichen, aber in allen anderen 
Fallen auch darunter bleiben. Indessen ist dieser Befund doch so ver- 
einzelt, verglichen mit allen anderen, auch den in der ersten Mitteilung 
in diesem Hefte besprochenen, daB wir darauf keinen Wert legen diirfen. 
Ob sich diese ,,starken“ Tage klimatisch von den ,,schwachen“ unter- 
schieden haben, davon wollen wir bei einer spateren Gelegenheit 
sprechen. 

Wir kénnen die bisher gewonnenen Kurven nach beiden Seiten 
erginzen, sowohl nach der Seite der kleineren wie der starkeren 
Dosen. 

Wir sprachen von der Fiachheit der Kurven im Bereich von % 
bis 21/, Einheiten, dadurch entstanden, daB schon bei 4/, ein ziemlich 
tiefer Blutzucker vorliegt; der starke Fall ist also augenscheinlich 
durch noch kleinere Dosen als 41/, Einheit hervorgerufen. Fiir dit 
kleineren Dosen, kleiner als 4, Einheit, haben wir 60 verschiedene 
Tiere zu 70 Versuchen benutzt, ungerechnet die Versuche, die wir 
nicht mitzihlen, weil sie eine Fehlerquelle enthalten. Als eine solche 
Fehlerquelle hat sich namlich die schwache Salzsiure herausgestellt, 
in der gewohnlich das Insulin gelést wird. Wie besondere Versuche, 
die Kollege Grevenstuk in unserem Laboratorium angestellt hatte, 
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zeigten, gibt lecm n/100 HCl subkutan bereits in verschiedenen 
Fallen Blutzuckersenkungen von 0,10mg pro Kubikzentimeter und 
mehr, wahrend manchmal auch wieder 2ccm keinen EinfluB haben. 


Z. B. nach subkutaner Injektion von 2 cem n/100 HCl-Blutzucker in Prom.: 





0 Min. 20 Min. 40 Min. 1 Std. 2 Stdn 3 Stdn. 4 Stdn. 
1,10 1.26 1,27 1,28 20 1.22 131 


nach Injektion von 1 ccm, 





0 Min. 2 Stdn. 4 Stdn. 
1.06 0.84 0.90 
1.09 0.86 121 
1.01 0.64 0.75 
1,28 0,77 101 


Wir haben darum nur die Versuche beriicksichtigt, bei denen die 
kleineren Insulindosen in physiologischer Kochsalzlésung aufgelést 
waren, und haben auch noch nachgesehen, wieweit die physiologische 
Kochsalzlésung selbst einen EinfluB auf den Blutzucker ausiibt. 

An Stelle aller Originalzahlen geben wir die Mittel sowohl fiir 
die Anfangsblutzucker wie fiir die tiefsten Senkungen innerhalb 
4 Stunden. Bei diesen Versuchen war stets schon nach 2 Stunden der 
tiefste Wert erreicht. Um auch hier den Tagesfaktor auszuschalten, 
wurden die Versuche iiber verschiedene Tage wahrend einiger Wochen 
verteilt, an jedem Tage wurden aber alle vier Dosierungen benutzt, 
nimlich 0,1, 0,2, 0,3 und 0,4 Einheiten. Spater wurde gesondert bei 
18 Tieren iiber einige Tage verteilt 0,05 Einheiten gegeben, mit 
17 Kontrollversuchen (physikalische Kochsalzlésung ohne Insulin). 
~~ Die Zahlen sind also stets das Mittel aus 11 bis 18 verschiedenen 
Versuchen, bei den tiefsten Werten haben wir die beiden Grenzen in 
Klammern zugefiigt. 





0,05 Einheiten 0,1 Einheiten 0,2 Einheiten 0,3 Einheiten 0.4 Einheiten 


Anfang . 1,19 1,13 1,12 1,12 115 

Tiefste . 1,00 101 0.88 0.80 *) 0,79 
(1,15—0,69) (1,.16—0.64) (1,05—0,61) (1,09—0,52)  (1,11—0,47) 

Abfall. . 0,19 0,12 0,24 0,32 0,36 


*) Einen Wert 0,22 hi den wir hier weggelassen, der véllig aus der Keibe fiel, und zwar war 
er bei einem der leichtesten Tiere, die benutzt waren, cinem Tier von 1680 g aufgetreten. Wir 
tun dies mehr auf Grund von Behauptungen anderer, als wegen unserer eigenen Ertahrungen, bei 
denen sich keineswegs regelmabig die gréBere Empfindlichkeit der leichteren Tiere herausgestellt hat 


Die Krampfgrenze wurde also mit Dosen unter 0,5 Einheiten nur 
einmal, und zwar mit 0,4 Einheiten erreicht, vielleicht noch ein zweites 
Mal mit 0,3 Einheiten. 
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Mit physiologischer NaCl-Lésung allein bekommen wir bei 17 Tieren 
bei einem mittleren Anfangsblutzucker von 1,09 nach 2 Stunden im 
Mittel 1,01 (wobei ein Wert von 0,60 das ganze Mittel driickt). 

Wir sehen aus den letztgenannten Bestimmungen, daB wir, wie 
gesagt, mit unseren Methoden am Kaninchen nichts aussagen kénnen, 
wenn sich die Differenzen vom Anfangsblutzucker um 0,10 mg pro Kubik- 
zentimeter bewegen, oder, wenn die tiefsten Punkte um 1,00 liegen. 

Nach unserer Definition des Schwellenwertes als derjenigen Menge, 
die keine deutliche Abweichung vom normalen Zuckergehalt hervorruft, 
wire der Schwellenwert fiir das Kaninchen erst erreicht, wenn der 
Zuckergehalt um 0,12 mg pro Kubikzentimeter geaindert wird. Der 
Schwellenwert wiirde danach > 0,1 und < 0,2 Einheiten betragen. 

Um die Konzentrationswirkungskurve in méglichst weitem AusmaB 
kennenzulernen, also auch fiir héhere Dosen als 2,5 Einheiten, kénnen 
wir auf Grund von mehr als 100 Versuchen mit demselben Praparat, 
das zu den anderen Versuchen benutzt wurde, noch kurz das folgende 
anfiihren. 

Aus 32 Versuchen mit 3 Einheiten ergab sich als Mittel 0,39. 

Aus 122 Versuchen mit 4,5 Einheiten als Mittel ein héherer Wert, 
nimlich 0,41. 

Aus all dem Gegebenen zusammen wiirden wir also die folgende 
Kurve erhalten, wobei die neben den Kurvenpunkten stehenden Zahlen 
angeben, aus wieviel Bestimmungen der entsprechende Punkt ge- 





funden wurde. 
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Mégen nun auch im einzelnen die Punkte etwas anders liegen, der 
Hauptgang ist wohl sicher, daB auch mit groBen Dosen der Blutzucker 
nicht mit Sicherheit weit unter 0,40 Proz. zu unterschreiten ist, und 
andererseits das steilste Stiick der Kurve zwischen 0,1 und 0,2 Ein- 
heiten liegt. 

Vielleicht ist auf Grund der mitgeteilten Tatsachen iiber die 
Konzentrationswirkungskurve méglich, ein Eichungsverfahren aus- 
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zuarbeiten, wobei auch durch intravenése Zufuhr der Fehler der ver- 
schiedenen Resorption aufgehoben ist und man auf andere Punkte 
einstellt als auf die ,,Krampfgrenze‘ (etwa 0,45 Prom.). 

Bereits voriges Jahr haben wir durch den Besuch von Kollegen 
Grevenstuk von unserem Laboratorium im National Institute for Medical 
Research Hampstead-London, wie wir in der vorhergehenden Arbeit 
und schon friiher in unserer Monographie mitgeteilt haben, die Grund- 
sitze der dort iiblichen Methode der Eichung kennengelernt. Sie beruht, 
wie bereits ausgefiihrt, auf dem Prinzip der Vergleichung mit einem 
Standardpraparat, einem Verfahren, wie es uns besonders fiir die Nach- 
eichung auch geeignet erscheint. 

Bei dieser Art des Vorgehens haben die englischen Forscher auch 
darauf hingewiesen, daB sie mit Dosen arbeiten, die von den 
..Krampfgrenzdosen* etwas abliegen, da Auftreten von Krimpfen ja 
ihren Vergleich stért. 

In jiingster Zeit erginzte dies Dale noch dahin, da sein Mit- 
arbeiter Marks mit Dosen arbeitet, die nur einen solchen Blutzucker- 
abfall geben, daB sie gestatten, méglichst auf ,,dem steilen Stiick der 
Kurve* zu arbeiten. Nur aus auBeren Griinden soll die vollstandige 
Mitteilung des bereits ausgearbeiteten Verfahrens spater erfolgen. — 

Als Anhang wollen wir noch einige Versuche zur Feststellung des 
Schwellenwertes des Insulins am gesunden (niichternen) Menschen an- 
fiihren, wobei wieder nur die Wirkung auf den Blutzucker bestimmt 
wurde. Es ist selbstverstandlich, daB man nur am niichternen Menschen 
arbeiten darf, weil der Blutzucker von der Nahrungszufuhr beein- 
fluBt wird. 

Unsere neun Versuchspersonen, 22 bis 44 Jahre alt, waren gesunde 
und kraftige Menschen (zwei weibliche). Sie hatten vor der ersten 
Blutabnahme, ungefahr 9 Uhr morgens (14 bis 16 Stunden), nichts 
gegessen und blieben auch bis zur Beendigung des Versuches niichtern. 

Die Versuche finden an verschiedenen Tagen durch eine halbe oder 
mehr Wochen getrennt statt. Der Zucker wurde nach Hagedorn und 
Jensen in ungefahr 0,10 com Blut, auf Filtrierpapier aufgefangen, be- 
stimmt, und zwar stets Doppelbestimmungen. Thre Mittel sind in der 
folgenden Tabelle wiedergegeben. 


Tabelle. 





Versuchs- Injektion : 
person in Einheiten Nach 2 Stdo 


Schwellenwert 
A l 1,02 

0.76 

0.75 
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Vocrscn” Anfang igBiteten Nach 2Stdn, _Schwellenwer 
B 0.79 l 0,77 
0.90 l 0,89 
> 1 
Cc 1.16 2 0.79 
0.86 l 0,84 
0.94 l 0,84 
l 
D 0,89 2 0,82 
0,80 l 0,65 *) 
te 
E 0,87 2 0,89 
0.92 I 0.84 
0.80 l 0.73 
0.96 l 0.89 
0,95 "/ 0,90 
l 
F 0.76 92 0.86 
0.95 2 0,84 
0,76 2 0,86 
> 2 
G 0.91 ! 0,79 
0.82 ale 0.85 
1,06 2 0,92 
0.80 l 0.76 
0,90 l 0,89 
l< 2 
H 1.02 l 0.89 
0.85 _> 0.82 
0,90 1 0,70 
0.97 ] 0,82 
af, l 
I 0.83 I 0,86 z 
0,94 l 0,73 ? 1 


*) Dies ist der einzige Fall, wobei leichte subjektive Erscheinungen wahrgenommen wurden 


Als Schwellenwert fiir den Menschen diirfen wir bei der Genauigkeit 
der Hagedorn-J ensenschen Methode die kleinste Menge Insulin bezeichnen, 
welche den Blutzucker (Mittelwert von zwei Bestimmungen) um 
wenigstens 0,06mg pro Kubikzentimeter (und wohl um mehr als 
0,15 mg) sinken JaBt. 

Die Tatsache, daB man bei jeder Versuchsperson eine Menge 
Insulin finden kann, die keinen EinfluB auf den Blutzucker ausiibt 
(wobei wir die kleinen Erhéhungen und auch Erniedrigungen innerhalb 
0,06 mg pro Kubikzentimeter vernachlissigen), ist Beweis genug, dab 
an und fiir’ sich das Niichternbleiben den Blutzucker bei den ver- 
schiedenen Versuchspersonen nicht senkt. Wir haben dies auch zum 
Uberflu8 noch an einigen Personen ad hoc festgestellt. Fernere Versuche 
mit Einspritzungen indifferenter Lésungen eriibrigten sich danach 
ohne weiteres. 
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Hinsichtlich des Schwellenwertes kann man aus der Tabelle 
folgendes ersehen. 


* 
1. Bei allen neun Personen 148t sich ein solcher feststellen. 


2. Er ist bei derselben Person nicht konstant, siehe z. B. Versuchs- 
person D, die einmal mit 2 Einheiten gar nicht und dann mit | 
Einheit sehr deutlich reagierte, wobei, wie gesagt, auch subjektive 
Erscheinungen angegeben wurden. 

3. Auch zwischen den Personen sind deutliche Unterschiede, die 
nach den wenigen Versuchen 400 Proz. betragen kénnen. 


4. Der Schwellenwert ist im allgemeinen niedrig, verglichen mit 
den Erfahrungen an Kaninchen; auf gleiches Gewicht bezogen, waren 
bei den Menschen, dic zwischen 60 und 80 kg gewogen haben, 3 bis 4 
und mehr Einheiten zu erwarten, wahrend der Schwellenwert fast stets 
unter 2, ja unter 1 Einheit lag. 

5. Eine Erfahrung, die eigentlich nichts mehr mit dem Schwellen- 
wert zu tun hat, aber doch der Beachtung wert ist, dab der ,,Niichtern- 
wert bei gesunden Personen, auch bei demselben Individuum, keineswegs 
konstant ist (Schwankungen von 1,16 bis 0,79), geschweige, daB eine 
Konstanz zwischen verschiedenen Individuen vorlage. 

Es ware recht interessant, wenn an Diabetikern solche Schwellen- 
wertbestimmungen vorgenommen wiirden. Wenn auch keineswegs 
gesagt ist, daB die Unterschiede in dem Schwellenwert sich auch bei 
der therapeutischen Wirksamkeit zuriickfinden, so ware doch immerhin 
méglich, daB auch die Patienten, die einen héheren Schwellenwert 
haben, mit relativ groBen Dosen erst dazu zu bringen sind, gleich viel 
KH nutzbringend zu verwerten wie andere Personen, die einen 
niedrigeren Schwellenwert haben. 

Sicher darf man annehmen, daB der Schwellenwert bei Diabetikern 
héher liegt als bei Gesunden. Wenn dann euch die Differenzen relativ 
die gleichen sind wie bei Gesunden, d.h. an 400 Proz. betragen, so 
wiirde das z. B. heiBen, daB der eine Kranke die erste bemerkbare 
Blutzuckersenkung bei 5 Einheiten, der andere aber erst bei 20 Ein- 
heiten erhalt. 


Zusammenfassung, 


Es wird auseinandergesetzt, daB es sinnlos ist, ven einer Konzen- 
trationswirkungskurve des Insulins zu sprechen, sondern daB dies nur 
Bedeutung hat, wenn man genau definiert, welche bestimmte 
Wirkungen man in Abhangigkeit von der Konzentration bringen will. 

Auch wenn man nur die Wirkung auf den Blutzucker ins Auge 
faBt, ist diese noch naher einzuschrianken, ob man naimlich die zeit- 
lichen Verhaltaisse beriicksichtigt (Beginn der Senkung, wann erreicht 
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diese den tiefsten Punkt, Dauer der Senkung), oder ob man nur dic 
maximale Wirkung verfolgt (erkennbar am Minimum des Blutzuckers). 

Es wurde in der vorliegenden Arbeit nur der Einflu8B der Dosen auf 
das Minimum, das der Blutzucker innerhalb von 4 Stunden nach der 
Injektion durchlaéuft, verfolgt. 

Aus 144 Versuchen mit */,, 1, 14/,, 2 und 2?/, Einheiten (urspriing- 
licher GréBe) an denselben 29 Tieren, wobei individuelle Tagesfaktoren, 
Dosen usw. méglichst variiert wurden, ergibt sich ein sehr flacher Gang 
der Kurve. Die groBen intra- und inter-individuellen Unterschiede sind 
hierbei auch wieder sehr deutlich (s. friihere Mitteilung), so daB ver- 
schiedene einzelne Fille ein vélliges Gegenteil der Kurve zeigen kénnen, 
d.h. je gréBer die Dose, desto geringer die. Blutzuckersenkung. 

Die Kurve wird nach der Seite der kleinen wie groBen Dosen durch 
Versuche an anderen Kaninchen ergaénzt, woraus unter anderem folgt, daB 
der Schwellenwert fiir das Kaninchen bei etwa '/,, Einheiten (> "/,)5<<?/49) 
liegt, und der steilste Abfall auch zwischen !/,, bis ?/,, Einheiten erfolgt. 
Die Versuche mit kleineren Dosen unter 3/, Einheit haben nur Sinn, 
wenn Insulin in physiologischer Kochsalzlésung eingespritzt wird, da 
die iiblichen n/100 HCl als Lésungsfliissigkeit fiir Insulin selbst eine 
Blutzuckersenkung hervorbringen kaan. 

GréBere Dosen als 21/, Einheiten, nimlich 3 und 4*/, Einheiten, 
lassen die Kurve noch weiter sinken, doch bekommt man im Durch 
schnitt bei 154 Versuchen keine gréBere Senkung als bis auf 0,40 mg 
pro Kubikzentimeter. 

Anhangsweise wird der Schwellenwert fiir den gesunden, niichternen 
Menschen an neun Versuchspersonen bestimmt. Er ist definiert als 
die kleinste Dosis, welche bei Doppelbestimmungen (nach Hagedorn- 
Jensen) eine Senkung innerhalb 2 Stunden von 0,06 bis 0,15 mg pro 
Kubikzentimeter hervorbringt. Es ergibt sich: 

1. Bei allen neun Personen ist ein Schwellenwert festzustellen. 

2. Bei derselben Person ist er nicht konstant. 

3. Die Unterschied= bei verschiedenen Personen kénnen bis 
400 Proz. betragen. 

4. Der Schwellenwert ist relativ niedriger als beim Kaninchen. 

5. Der ,,Niichternwert“ des Blutzuckers von gesunden Menschen 
ist auch bei demselben Individuum groBen Schwankungen unterworfen. 

Untersuchungen an Diabetikern werden als zweckmaBig emp- 
fohlen und hingewiesen, daB ailein die Verschiedenheit der Schwellen- 
werte die quantitativ sehr verschiedenen Wirkungen desselben Praparats 
an verschiedenen Diabetikern zur Folge haben kann. 


(ber den Einflu6 von Kohlenhydraten, Fetten und Eiweib 
auf die Empfindlichkeit gegen Insulin. 


Von 
A. Grevenstuk, 8. E. de Jongh und Ernst Laqueur. 


(Aus dem pharmako-therapeutischen Laboratorium 
der Universitat Amsterdam.) 
(Eingegangen am 22. Juli 1925.) 

In einer vorhergehenden Mitteilung dieses Bandes haben wir an 
Kaninchen nachgewiesen, da8 ein bestimmtes Individuum keineswegs 
eine konstante Empfindlichkeit gegen Insulin besitzt, sondern daB diese 
in ziemlich weiten Grenzen wechseln kann, so dab man stets auf 
eine gréBere Zahl von Tieren fiir jede Untersuchung angewiesen ist. 
Dies stand im Gegensatz zu Angaben von Stross und Wiechowski'), die 
gerade eine sehr groBe Konstanz behauptet haben, die selbst be: 
sehr verschiedenen Ernahrungsverhiltnissen bestehen soll. Uns 
interessierten darum die Mitteilungen von Abderhalden und Wert- 
heimer?) auBerordentlich, die bei Ratten (im Gegensatz zu Er- 
fahrungen von Stross und Wiechowski an Kaninchen) eine starke 
Abhangigkeit der Empfindlichkeit von Tieren von der Ernahrung ge- 
funden hatten und dies spiter*) auch noch fiir Kaninchen erwiesen. 
Wir haben stets hiermit gerechnet und z. B. in der Monographie tiber 
Insulin‘) ausdriicklich betont, daB man Eichungstiere unter gleichen 
Ernahrungsbedingungen halten muB. Das Uberraschende der Unter- 
suchungen von Abderhalden und Wertheimer ist und dies war fiir 
diese Autoren auch das Wesentliche ihrer ersten Mitteilung —, dab 
gerade die mit KH besonders reich gefiitterten Tiere sehr stark auf 
Insulin reagierten, viel starker als K H-frei ernahite Ratten. 

Das Ergebnis war so iiberraschend, weil man vielleicht letzten 
Endes ohne genauere physiologisch-chemische Griinde — dachte, die 
K H-reich gefiitterten Tiere miiBten noch besser als eiweiB- oder fettreich 


1) Klin. Wochenschr. 1924, 8. 813; Verh. d. Deutsch. Ges. f. inn. Med. 
Kissingen. S. 129. Miinchen 1924. 

2) Pfliigers Arch. 208, 439, 1924; ebendaselbst 205, 547, 1924. 

3) Eberdaselbst 205, 559, 1924. 

*) Ergebr. d. Physiol. 28, 1925; Insulin, seine Darstellung usw 
Miirchen 1925. 
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gefiitterte Tiere ihre K H-Depots fiillen kénnen und so einer Herab- 
setzung des Blutzuckers besser Widerstand leisten. 

Da uns, wie gesagt, die Frage besonders interessierte und die An- 
gaben von Abderhalden und Wertheimer zunichst keine sehr ausfiihr- 
lichen waren, wiederholten wir die Experiment: und erweiterten sie in 
bestimmter Richtung, um so auch einer von diesen Autoren in einer 
folgenden Mitteilung') vermuteten Erklarung naherzukommen. Um 
einen wesentlichen Punkt vorwegzunehmen, die Befunde von Abderhalden 
und Wertheimer konnten wir durchaus bestatigen. 

Nach verschiedenen Vorversuchen nahmen wir den J'emperatur- 
abjall als MaB der Insulinwirkung ebenso, wie es diese Autoren getan, 
zumal von ihnen in der spaéteren Mitteilung gezeigt wurde, daB sich auch 
der Blutgucker und Gaswechsel entsprechend dem verschiedenen Ver- 
halten der Temperatur verschieden bei den T.eren mit verschiedener 
Ernahrung verhilt. 

Einer Gruppe erwachsener Ratten wurde taglich kohlenhydratreiches 
Futter gegeben, eine andere Gruppe bekam eine eiweiBreiche Ernahrung, 
eine dritte eine fettreiche. Die verschiedenen Diaitformen hatten gleichen 
kalorischen Wert (s. spiter). Vor jedem Versuch hungerten die Tiere 
24 Stunden. Am Versuchstage wurde morgens die Rektaltemperatur 
bestimmt und Insulin (gelést in n/100 HCl) subkutan eingespritzt, in den 
meisten Fallen in der Weise, daB jede Ratte pro 100g Tier 0,8 einer (ur- 
spriinglichen) Einheit*) bekam. Die Lésung enthielt 1 Einheit im Kubik- 
zentimeter; also wurden pro 100g Ratte 0,8 ccm n/100 HCl eingespritzt. 
Wir benutzten ebenso wie Abderhalden und Wertheimer Insulin neerlandicum 
von Organon. Wie bereits gesagt, wurde die Insulinwirkung aus der Tem- 
peratursenkung der Tiere festgestellt, die so lange wie nétig jede Stunde 
bestimmt wurde. AuBerdem achteten wir auf Krimpfe. Blutzucker- 
bestimmungen, wie man sie bei Kaninchen zur Feststellung einer Insulin- 
wirkung macht, sind, wenigstens serienweise, bei der Ratte nicht méglich. 

Als Beispiel geben wir zwei ausfiihrliche Versuchsprotokolle: 


Ratte 57, 150 g, EiweiBdiat, seit Ratte 66, 180g, Fettdiat, seit 
12. X. 1924 Hunger. 12. X. 1924 Hunger. 

13. X. 10h4' Temp. 37,6° 13. X. 10b37’ Temp. 36,8°. 

Injektion 1,2cem Insulin. Injektion 1,4cem Insulin. 
11h10’, . . 35,1° }1h28’ . . . 35,29 
32 56... BE i221... 48 
5 Fee 13 ... MS 
Beas... S| wee... 
a8. ee 3H 1... BS 


420... 292 


I. 
Die drei Diaétformen waren im Anfang folgendermaBen zu- 
sammengestellt : 


1) Pfliigers Arch. 205, 559, 1924. 
2) 1 Einheit = ein Drittel Krampfgrenzdosis (s. Definition in der 
vorhergehenden Mitteilung). 
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Kohlenhydrat- 


anieh Fettreich EiweiBreich 


Kartoffelmehl . 506 “" “ 
nn « & « % 98 154 399 
Schmalz ... 60 260 151 
Lebertran. . . 12 12 12 
ee ww 4 4 4 
Salzgemisch. . 24 24 24 


Das benutzte Salzgemisch (nach Mac Collum) enthielt: 

Ses =o ote Ss 4 ek So ee 
MeMPG so ke woe 
ee aa eee ee ee. 
aes 
OS, ae 
Ce at) 4 ne a kt sw we ee ee 
Ferricitrat Pe eee iy Cee OS 
Oe eae ee 

Allein bei dieser Ernahrung ohne jeden Eingriff waren die Kohlen- 
hydrattiere allgemein empfindlich, viel mehr als die Tiere der beiden 
anderen Diaitformen; sie machten einen kranken Eindruck und viele 
starben. Ergebnisse an solchen Tieren hatten also keine Beweiskraft. 
Wir gaben darum vom 6. Oktober 1924 ab den Kohlenhydrattieren ebenso- 
viel EiweiB als den Fetttieren und soviel weniger Kohlenhydrate als 
kalorisch damit iibereinstimmte; also Kartoffelmehl 450, Casein 154. 

Spater haben wir statt Kartoffelmehl Reismehl und Paddi (un- 
geschilter Reis) gegeben. Weiter wurden vom 10. Oktober an jeder 
Diét 50g Kleie hinzugefiigt. 

Die Ergebnisse dieser Versuche folgen in Tabelle I. 

Die Zahlen unter den Diiétformen bedeuten maximale Temperatur- 
senkung nach der Einspritzung. Eine Erhéhung wird durch ein —-Zeichen 
angegeben (negative Erniedrigung). > bedeutet, daB die Temperatur- 
erniedrigung wohl] noch gréBer als angegeben war, aber nicht genauer 
abgelesen werden konnte, weil das untere Ende der Skala der Thermometer 
erreicht war. Es wurden Thermometer benutzt, die zum Teil bei 32°, zum 
Teil bei 28° ihren Endpunkt hatten. Da die Anfangstemperatur der Ratten 
verschieden hoch war, konnte in einzelnen Fillen bereits nach einer Senkung 
um 4°, in anderen noch nicht nach 8° der Endpunkt erreicht sein. + be- 
deutet gestorben. 

Aus Tabelle I ergibt sich: 

1. In 6 von 9 Versuchen mit durchschnittlich je 3 Tieren ist die 
mittlere Temperatursehkung bei den K H-freien am starksten, im Mittel 
von allen Versuchea betrug sie bei den ,,Kohlenhydrattieren“ bei 
23 Tieren > 2,7°, beiden ,,Fetttieren‘* bei 28 Tieren 0,6°, bei den ,,Eiweib- 
tieren“ bei 27 Tieren > 1,9°. 

2. Krampfe traten auf (sechsmal), und zwar nur bei den ,,.Kohlen- 
hydrattieren*. 
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Tabelle I. 





ee y Fettreich EiweiBreich 
Kohlenbydratreich und KH-frei und KH-frei 


0,5 Einheiten pro 100 g 


{| oe 08 ~ 34 
30. 1TX. 1924 . . 84 35 Yo 03 ;? 09 
17 0.6 | 18 | 
’ — 0.6 0 
—18 14 
; { 66(Kr.)) , — - 12 
4. X. || 06 | 36 og (—% 20 09 
—0,2 —10 
0.6 — 0.4 
; és. e — O08 | ¢ 08 . 
i Oe 4.2(Kr.) 42 04 02 14 05 
0.6 0,2 
0,8 Einheiten pro 100 ¢ 
toto ‘36 | 24 
> Ge 7 ~ 4.0 12 -47 58 57 
| ~40(Kr.)} | 18 | 
—1,0 14 
‘ { 1,2 - —08 ° 0.6 " 
14, X. || 100(Kr.)) 56 19 02 3.4 16 
1.6 1,2 
| 09 
ai ae ~ 6,0 os — 1,5) ( ~ 3.9) . 
ee 2 || 98 >s9 —o9j;—'* 43; > 438 
04 
l 5,0 
, > 5,0(Kr.)(— o¢ —18) - 0,6 | 
Mem, + ¢ 94 8 | > 5.0 | 43 03 | 0,4 03 | 04 
2.4(Kr.) 
— { 42 1. we 08 | 5.1) 
5. XI. 25 ;> 38 14 | 1,1 si, 41 
55 1,8 } ‘ 
: 13 
‘ { 26 P 0.8 ) 0.9 | ’ 
18, XI. . 24 | 34 oo; %° 
3.0 
Mittelwerte: > 2,7° 0.6° > 19° 


3. Die ,,Kohlenhydrattiere* zeigen also sicher die starkste Reaktion. 

4. Zwischen den KH-frei errahrten Tieren besteht aber auch eine 
Differenz : die fettreich ernahrten haben nicht nur im Mittel die kleinste 
Temperaturerniedrigung, sondern auch in jedem Versuch, sie sind also 
besonders unempfindlich. 

Das bisher Mitgeteilte bestatigt im wesentlichen die Ergebnisse 
von Abderhalden und Wertheimer, unterscheidet sich aber in doppelter 
Hinsicht : erstens fehlt beiden ,,K H-freien‘‘ nicht die Reaktion aaf Insulin, 
zweitens machen sich auch Differenzen innerhalb der beiden Gruppen 
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der K H-frei ernahrten Tiere geltend, indem bei den EjiweiBtieren die 
teaktion recht stark sein kann. Lage nun die Empfindlichkeit der 
Tiere nur an den Mengen K H, die sie erhalten, so ware daran zu denken, 
daB die Empfindlichkeit gleich wiirde, wenn sich die Diatformen nur 
noch in der Zusammensetzung, was Fett und Eiweif betrifft, unter- 
schieden, hinsichtlich der K H-Mengen aber gleich waren. Das war aber 
durchaus nicht der Fall. 
Il. 

In einer folgenden Versuchsreihe erhielt namlich jede Gruppe die 
gleiche Menge Kohlenhydrat (und natiirlich auch dieselbe Zah! Kalorien), 
der einen Gruppe wurde aber viel Fett, det anderen viel EiweiB gegeben, 
wahrend die dritte Gruppe — die ,,.Normale‘ — ungefahr die gleichen 
Mengen Eiweif und Fett erhielt. 





Normal Fettreich Eiweifreich 
Kartoffelmeh! . 324 324 324 
ne “6's « 108 12 378 
Schmalz ... 132 174 12 
Lebertran. . . 12 12 i2 
aa 4 4 4 
Salzgemisch . . 24 24 24 


Nachdem die Tiere wenigstens 1 Woche lang diese Kostform bekommen 
hatten, wurden wiederum nach je einem Hungertage 0,8 Einheiten Insulin 
pro 100g Ratte eingespritzt. 

Die Resultate folgen in Form der Tabelle I. 


Tabelle 1]. , 





Normal Fettreich EiweiBreich 
c 45° 
Uy f ye * , i 
5.1.1925 «! oa | 09° 2) | 35° 31 | 35° 
* ot | 3.0 | 
2.5° . P 
ee | i 65°+ | g 40 3,9° | oe 
ae Re Fee Tl in 19 j* 
| 5.6° 4 | 1,.9° 2.7° 
19. 1 0.7 27° 08 13° 13 1s” 
+ fii 12 14 | 
21° 5,4° 4 ons 
eee | 05 | 19° 54 + ls 40 9 17° 
| 3.0 | 5,5 + | 
—1,6° ale — 04° 
6. II. — 09 ,_ og ea |__@,7° 12 loz 
15 _ 1,2 
, —28° 2,0° | 13° ) 
12. 11. o4 |o9° os ‘11° 12 '14° 
— 0.4 0.6 17 


Mittelwerte: 12 28° 1° 
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Die mittlere Temperatursenkung aus 6 Versuchen betrug bei den 
18 Tieren, die mit ,normalem* Futter genahrt wurden, 1,2°, bei 
15 Tieren mit fettreicher Nahrung 2,8° und bei 16 Tieren mit eiweiBreicher 
Nahrung 1,9°. Nicht nur das Gesamtmittel der Senkung ist bei der 
normalen Reibe am niedrigsten, auch in allen Versuchen bis auf einen 
ist das Mittel der ,,normal** ernahrten Tiere das kleinste. Insulin wirkt 
demaach, wenn in der Diaét EiweiB oder vor allem Fett iiberwiegt, 
stiirker, als wenn dies nicht der Fall ist, und die Nahrstoffe gleichmaBiger 
verteilt sind. So erscheinen die von Abderhalden und Wertheimer ge- 
fundenen Tatsachen nicht mehr ganz so auffallend ; offenbar erniedrigt 
Uberdosierung jedes Hauptnahrstoffs den Insulinwiderstand des Kérpers. 

Unsere letztgenannten Ergebnisse werden erganzt von einer Reihe von 
Versuchen, die wir schon friiher mit einer quantitativ genau so zusammen- 
gesetzten Diait vorgenommen hatten, wobei mit wechselnden, aber stets 
viel héheren Insulindosen als es die spateren waren, gearbeitet wurde, 
namlich mit 6, 4 bzw. 2 Einheiten (statt mit 0,8 Einheiten pro 100 ¢ 
Ratte). 

Tabelle Ila. 





Normal Fettreich EiweiBreich 


15. VIL. 1924. | 1.3° | 3.8° Kr.| 5.3° Kr.) 

6 Einheiten pro 100g - - 2.0 23°; 59 Kr.}58° | 24 Kr.}48° 
| 35 Kr. 77 Kr. 66 Kr. 
19. VII. if ENE ) 7,2° Kr. 

4 Einheiten pro 100 ¢ - , = | 2,7° a. Kr | 59° 3,8 Kr.|62° 
” ’ ; 7.6 Kr. 
25. VII. 54° | 7,2° Kr.) 5.8° l 

2 Einheiten pro 100 g - - 40 4.0° 59° 3.8 49° 
| 27 46 5.2 
3.0° 5.9° 58° 


Die Mittelwerte von ,,Normal-‘, Fett- und EiweiBtieren sind hier 
(bei 9, 7 bzw. 9 Versuchen) 3,0, 5,9 und 5,3°. Einmal beobachteten wir 
Krampfe bei einem Normaltiere, bei Fett- und EiweiBratten dagegen 
je sechsmal; also an der schwachsten Reaktion der Normaltiere ist 
nicht zu zweifeln. In den zwei Reihen von Versuchen, die ein halbes 
Jahr auseinanderliegen und dadurch Sommer- bzw. Wintereinfliisse 
enthalten, kommen wir also zu genau denselben Ergebnissen. 

In den beiden letzten Versuchsreihen ist auBer dém Unterschied 
zwischen Normaltieren einerseits und den fett- und K H-reichen Tieren 
andererseits auch noch ein Unterschied zwischen Fett- und K H-Ratten 
vorhanden. Die Fetttiere sind nicht nur nicht am meisten resistent, wie 
aus der Mitteilung von Abderhalden und Wertheimer (Specktiere) am 
ehesten zu vermuten wiire, sondern im Gegenteil die empfindlichsten. 
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Diese Tiere haben aber nicht nur eine fettreiche, sondern zugleich auch 
eine eiweiBbarme Diat erhalten. 

Um eine bessere Ubersicht iiber die einzelnen Faktoren zu erhalten, 
stellten wir darum noch zwei weitere Versuchsreihen an, entsprechend 
den letzten, wo die KH konstant gehalten waren, namlich eine, in der 
das EiweiB, und eine andere, in der das Fett in den drei Diatformen 
in gleicher Menge gegeben wurde und nur K H-und Fett bzw. KH und 
EiweiB variiert. 

Ill. 
Fiir die Versuche mit konstantem Eiwei8 waren die Kostformen 


die folgenden. 





Kohlenhydrat- 


Normal Fettreich ‘ 
reic 


Kartoffelmehl . 324 12 594 
| ae 108 108 108 
Schmalz 132 272 12 
Lebertran. .. 12 12 12 
Salzgemisch. . 4 4 4 
ae 3s 4 : 24 24 24 


Alle Tiere bekamen 0,8 Einheiten Insulin pro 100g Ratte. 


Tabelle III. 





Normal Kohlenb ydratreich Fettreich 


C 


04° | 09° 


11° 

12 V. 1995 .- !} |] ~5'5 | ~ gee 33 \~ 30° 06 | om” 
5.4 | 1) 
1,8° 15° 

10° «= S42 |S 890 5 } 14° 


~58 Il 


> 40°) _ 


> 4% 45 | 


05° | 


Os | 


21° 0,6° 
- 81° 

Die fettreich ernahrten Tiere zeigen einen deutlichen Unterschied 
gegeniiber den beiden anderen Gruppen; das Mitte] der Temperatur- 
senkung bei 12 Tieren ist viel niedriger. Das Ergebnis wird nur dadurch 
etwas eingeschrinkt, daB bei einem von den vier Versuchen das Ver- 
suchsmittel der Normaltiere eine Kleinigkeit niedriger ist und in einem 
anderen das Versuchsmittel der K H-Tiere. 

Wir glauben also, da8 man auf eine héhere Resistenz der Fett- 
tiere schlieBen darf, und dies um so mehr, als die Tiere relativ wenig 
von der fettreichen Kost essen und abmagern, alles Erscheinungen, 

















as 


364 A. Grevenstuk, 8. E. de Jongh u. E. Laqueur: 


wie sie Abderhalden und Wertheimer ebenfalls konstatiert haben; unsere1 
Meinung nach mit Recht verwerten sie dies a fortiori fiir die gréBere 
Resistenz der Fetttiere. In den oben besprochenen Versuchen stéren 
die verschiedenen Fille, wo wir wegen zeitlichen Mangels eines ge- 
eigneten Thermometers nicht die tiefsten Senkungen genau bezeichnen 
konnten und so in der Tabelle das Zeichen ~ gebrauchen muBten 

Ferner ist vielleicht nicht einwandfrei, daB in jeder Kostform 
gleichviel Lebertran gegeben wurde, gleichviel bezogen auf die Gesamt- 
kalorienmenge, die in der Diat erhalten war. Dadurch erhalten die Tiere 
mit z. B. 100g des K H-reichen Futters relativ wenig Lebertran im Ver- 
gleich zu 100 g des fettreichen Gemisches. Méglicherweise ist es richtiger, 
den Tieren mit jedem Gramm Nahrung gleichviel Lebertran zu geben 

In einer weiteren Versuchsreihe (IIla) mit sonst denselben Kost- 
formen wie in [li erhielten nur die Normaltiere auch 12 g Lebertran. 
die fettreich ernahrten aber 8,5 g, die Kohlenhydrattiere dagegen lig. 

Es sind zu den Versuchen die gleichen 21 Ratten benutzt, nachdem 
sie wieder je 2 bis 3 Wochen auf den verschiedenen Kostformen gesessen 
hatten. Nach dem dritten Versuch dieser Reihe wurden (siehe spiter) 
die bis dahin fettreich ernahrten jetzt KH-reich gefiittert, und um- 
gekehrt die KH-reich ernahrten jetzt ,,Fetttiere*, und so vom 
27. August in dieser Weise zu den vier weiteren Versuchen gebraucht. 


Tabelle Illa. 





Normal Kohlenhydratreich Fettreich 
1,9) 1,9) as 
17. VIL. 1925 - 20' 15° 15' 16° o's | 04° 
0.5 U5 | oY] 
0.7 2,8 | 17 
24. VII. 1.9! 1.0° 4.0! 35° 0.9' 12° 
| 04 3.7 | 10 
0.6 = 20 
8. VIII. - - - J 02 | 0,7° 3.6 | 3,2° 0 | 14° 
P | 2.8 | | 
13 11 
l, 3.8 Kr } 2.9 
97. VIII. «--- 26! 19° 4.2 Kr‘ 31° 1.7! 2.0° 
| 18 | 13 | us| 
> 51 - 3.0 
4.IX.--- | S51 Kr! + 39° oa Stl age a4! 40 
{ 16 , 10] 
05 | 18 | O8 
RB. IK. «<.0.01\8 24' 16° 5,1} 32° 17' 11° 
is | 9's | 07 | 
1.2 2.2 1.7 | 
aa : 3.8 24° 4.5 Kr! 27° 18 14° 
2.1 14 | 08 
185 3.05 1,48 
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Die Ergebnisse stimmen im groBen und ganzen mit denen aus der 
Tabelle III tiberein: Die Empfindlichkeit der Tiere mit normaler, 
K H-reicher und fettrei¢her Ernahrung verhilt sich wiederum so, dab 
die K H-reich ernahrten am meisten, die fettreich ernahrten am wenigsten 
reagierten, nur ist der Unterschied zwischen den ,,fettreichen™ und 
den ,.normalen* weniger deutlich. Unter den sieben Versuchen kommt 
nur bei einem (vom 4. September) das Zeichen > vor, aber dadurch 
wird die Sicherheit der Ergebnisse nicht beeinfluBt. Das Mittel aus 
allen 11 Versuchen mit konstantem Eiweifgehalt ergibt, daB die Senkung 
der 33 Normaltiere mehr als 2,2°, der 33 Fettiere 1,5° und der 29 K H- 
Tiere mehr als 3,1° betragt. 

IV. 

Bei der folgenden und letzten Versuchsreihe ist das Fett konstant 
erhalten und sind die anderen Nahrstoffe variiert. 

Die Kostformen waren die folgenden: 





Kohlenhydrat- 


seich EiweiBreich 


Normal 


Kartoffelmehl . 324 392 256 
sata ve, We 108 40 176 
Schmalz ... 132 132 132 
Lebertran. .. 12 12 12 
Salzgemisch. . 4 4 4 
EY ts ah. oe 24 24 24 


Die Ergebnisse sind in Tabelle [IV zusammengefaBt. 


Tabelle IV. 





Normal Kohblenhydratreich EiweiBreich 


1,7° 2.5° 
04 ' 68° 2.4 
o4 | 49 
00° * 

0,8 04° 3,6° 
03 
1,3° 
03 
0o8 


> 38° 


08° 4 20° 
0,7° 


Aus det Tabelle IV ersieht man, daB die ,,Nornialtiere“ am meisten 
resistent sind. Das Gesamtmittel der Temperatursenkungen von 
9 Tieren ist 0,7°, man kann also praktisch sagen, sie werden kaum 
beeinfluBt, dann folgen wieder die EiweiBtiere, die mit 1,9° Senkung 
im Gesamtmittel reagieren, und am empfindlichsten sind die K H-reich 
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wie sie Abderhalden und Wertheimer ebenfalls konstatiert haben: unsere: 
Meinung nach mit Recht verwerten sie dies a fortiori fiir die gréBer: 
Resistenz der Fetttiere. In den oben besprochenen Versuchen stéren 
die verschiedenen Fille, wo wir wegen zeitlichen Mangels eines ge 
eigneten Thermometers nicht die tiefsten Senkungen genau bezeichnen 
konnten und so in der Tabelle das Zeichen ~ gebrauchen muBten 

Ferner ist vielleicht nicht einwandfrei, daB in jeder Kostform 
gleichviel Lebertran gegeben wurde, gleichviel bezogen auf die Gesamt- 
kalorienmenge, die in der Diait erhalten war. Dadurch erhalten die Tier 
mit z. B. 100g des KH-reichen Futters relativ wenig Lebertran im Ver- 
gleich zu 100 g des fettreichen Gemisches. Méglicherweise ist es richtiger. 
den Tieren mit jedem Gramm Nahrung gleichviel Lebertran zu geben 

In einer weiteren Versuchsreihe (IIIa) mit sonst denselben Kost- 
formen wie in III erhielten nur die Normaltiere auch 12 g Lebertran 
die fettreich ernihrten aber 8,5 g, die Kohlenhydrattiere dagegen l5g 

Es sind zu den Versuchen die gleichen 21 Ratten benutzt, nachdem 
sie wieder je 2 bis 3 Wochen auf den verschiedenen Kostformen gesessen 
hatten. Nach dem dritten Versuch dieser Reihe wurden (siehe spiter) 
die bis dahin fettreich ernihrten jetzt KH-reich gefiittert, und um- 
gekehrt die KH-reich ernahrten jetzt ,,Fetttiere“, und so vom 
27. August in dieser Weise zu den vier weiteren Versuchen gebraucht 


Tabelle Illa. 





Normal Kohlenhydratreich Fettreich 
maar a Aaa a ea 
17. VIL. 1925 - 20! 15° 15 | 1,6° os | Of 
| 05 | 15 | 
0.7 l 2.8 17 
24. VII. ‘ 19! 10° 4.0! 85° 0.9' 1,20 
| 0.4 3.7 | 1.0 
0.6 oe. 20 
svir.----) 02! a7 33} 32 10! 14° 
| 13] “, Li} 
1,4 l 3,8 Kr) 29 l 
7, VIII. ---- 26' 19° 42Kr' 31° 17! 20° 
18 | 13 Ls | 
~ 5.1 tang 3.0 
4.1X : J S51 Kr! ~ 39° > 4,3 Kr} 45° 24 | 1° 
16 3 10! 
05 18 | 08 
15. LX. - anise 24 16° 5.1} 32° 17> a7° 
| is | 2's | 0.7 
| 1.2 2.2 17 | 
, OS) em ae 3.8% 24° 45 Kr‘ 2.7° 1s} 1,4° 
| 2") | ia: 4 o's | 


185 3.05 143 
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Die Ergebnisse stimmen im groben und ganzen mit denen aus der 
Tabelle IIL iiberein: Die Empfindlichkeit der Tiere mit normaler, 
K H-reicher und fettrei¢her Ernahrung verhalt sich wiederum so, daB 
die K H-reich ernahrten am meisten, die fettreich ernahrten am wenigsten 
reagierten, nur ist der Unterschied zwischen den ,,fettreichen’ und 
den ,.normalen** weniger deutlich. Unter den sieben Versuchen kommt 
nur bei einem (vom 4. September) das Zeichen > vor, aber dadurch 
wird die Sicherheit der Ergebnisse nicht beeinfluBt. Das Mittel aus 
allen 11 Versuchen mit konstantem Eiweifgehalt ergibt, daB die Senkung 
der 33 Normaltiere mehr als 2,2°, der 33 Fettiere 15° und der 29 K H- 
Tiere mehr als 3,1° betrigt. 

IV. 

Bei der folgenden und letzten Versuchsreihe ist das Fett konstant 
erhalten und sind die anderen Nahrstoffe variiert. 

Die Kostformen waren die folgenden: 





Kohlenhydrat- 


reich 


Normal EiweiBreich 


Kartoffelmehl . 324 392 256 
oko it 108 40 176 
Schmalz ... 132 132 132 
Lebertran. .. 12 12 12 
Salzgemisch. . 4 4 4 
ne . «ao. 24 24 24 


. 
Die Ergebnisse sind in Tabelle IV zusammengefaBt. 


Tabelle IV. 





Normal Kohlenhydratreich Eiweifreich 


1.7° 
24. VI. 1925 . O04 | 08° 
04 


3.3° 


» 90 


25° | RB? 
‘ 


| 
0,0° 2. eo | 
Sy | Se 08 | 04° 38 36° . 17° 
03 5. 5 | 
1,3° ; 8° 
aa * +0. 03 ' OS® 3. 20° ‘ | 1.8° 
08 ‘¢ 20 | 


0,7° ‘ 19° 


Aus det Tabelle IV ersieht man, daB die ,,.Normaltiere“‘ am meisten 
resistent sind. Das Gesamtmittel der Temperatursenkungen von 
9 Tieren ist 0,7°, man kann also praktisch sagen, sie werden kaum 
beeinfluBt, dann folgen wieder die EiweiBtiere, die mit 1,9° Senkung 
im Gesamtmittel reagieren, und am empfindlichsten sind die K H-reich 
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gefiitterten mit einer Senkung von 3,0°. Nicht nur die Gesamtmittel- 
werte zeigen diese Unterschiede, auch die Mittel jedes der drei Versuche 
zeigen in derselben Richtung, daB die KH-Tiere am wenigsten, die 
normalen am meisten Widerstand leisten. 

Bevor wir noch ein Wort der Erklirung geben, sei kurz ein 
Kontrollversuch erwahnt. 

Bei den Insulininjektionen wird stets eine Menge, meist 0,8 ccm 
n/100 HCl pro 100g Ratte eingespritzt. Eine Einspritzung von 
n/100 HCl hat keine Temperaturerniedrigung zur Folge. 


Tabelle V. 





— Temperatur Einspritzun Temperatur 
Ratte Gewicht aaa (n 100 Hck sack 9 Sed. nach 2 Stda 
g °C ccm °C °C 
A 200 36.6 1.6 36.4 36,8 
B 210 36,7 17 37,2 37,3 
C 230 36,3 18 37,4 38,0 
D 165 37,1 13 38.0 38,2 
E 155 36,8 1,2 36.6 36.4 
F 200 37.5 1,6 37,3 37,7 


Diese Kontrollbestimmung kann iiberfliissig erscheinen, ist es aber nicht, 
da uns aus anderen Versuchen (an Miausen) ein temperaturerniedrigencer 
EinfluB von n/100 HCl bekannt war. 


Am besten erhalt man einen Uberblick iiber unsere Versuche aus 
einer Zusammenstellung, worin wir die einzelnen Nahrungsstoffe nicht in 
Grammen angegeben, sondern in Prozenten von den Gesamtkalorien, 
die bei der entsprechenden Kostform gegeben werden. (Der zugesetzte 
Lebertran ist hierbei auBer Rechnung gelassen.) 

Wir ordnen hierbei die einzelnen Gruppen nach ihrer Empfindlich- 
keit und geben den Gesamtmittelwert der Temperatursenkungen aus 
allen Tieren einer Versuchsreihe als ihr Ergebnis. Ferner ist die Anzah| 
der Tiere angegeben und schlieBlich aus allen zusammen Mittelwert« 
genommen. Die (Prozent-kalorien) Zahlen des Nihrstoffes, die in der 
entsprechenden Gruppe konstant gehalten, sind kursiv gesetzt. 

Mit Ausnahme der Ratten in Versuchsreihe II, sind allen 
Tieren stets 0,8 Einheiten Insulin pro 100 g Tier eingespritzt. Darum 
sind die Ergebnisse auch untereinander in gewissem Sinne vergleichbar. 
Natiirlich stéren die verschiedenen Daten bzw. Monate der Versuche, 
da sich dabei Unterschiede bemerkbar machen kénnen. Nur mit allem 
Vorbehalt hat es darum Sinn, aus der Summe aller Ergebnisse der 
,empfindlichsten“*, ,,unempfindlichsten“ und ,,mittleren“ Tiere ein 
Gesamtmittel zu bilden. Wir haben ein solches ohne und mit Beriick- 
sichtigung der Versuchsreihe II, genommen. 
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Sieht man die letzten Zeilen, die Summe aus allen Versuchen, so 
wiederholt jedes Gesamtergebnis augenscheinlich den wichtigen, von 
Abderhalden und Wertheimer erhobenen Befund, daB die Tiere, welche 
reichlich Kohlenhydrate erhalten haben, am empfindlichsten, diejenigen, 
die am wenigsten erhalten, am resistentesten sind und die anderen 


in der Mitte stehen. 
Tabelle VI. 





Empfindlichste Unempfindlichste Mittlere 


In Proz. In Proz. 


>, , . - . 
In Proz. Kalorien Kalorien Kalorien 


Anzahl Tiere 
Temperatur- 
senkung 
Anzahl! Tiere 
Temperatur¢ 
Anzahl! Tiere 
Temperatur: 


Kohlen 
hydrat 





0,6 27 5 j 19 
1,2 |16 5: 19 
3,0 9 55 53] 


15 12/1 >2,9 


2: 2,7 28/21 
I, 8 18/15 
(Il, 2 it 59 715 
iI 2 >81 12/15 


~~ 
~ 


Illa é : ‘ ~B,.0 21515 1/14 2115 = 4) >18 
IV 41 3.0 15 41 44 (0.7 924 | 41/35 19 
Summe 76 13,1 22,1 648 ~29 16,9 69,3 13,8) 1,0 85 35,3 35,6 29,1 20 
Einschl. 1, 85. 11,9 255 626 88 95 16,8 72,4 16,8 1,2 94 36,9 32,6 305 ~24 


Die einzelnen Versuchsreihen, besonders Reihen II, und II, zeigen, 
daB die Kohlenhydrate nicht allein verantwortlich sind, denn in 
allen den Versuchen dieser Reihe sind ja gleichviel KH gegeben, und 
doch bestehen erhebliche Unterschiede. Die empfindlichsten Tiere sind 
hier die eiweiBarmsten. Das Eiwei® liefert nur 2 Proz. der gesamten 
Kalorien. Diese Reihen II zeigen auch im besonderen, daB Fettreichtum 
in der Ernahrang, wie Abderhalden und Wertheimer besonders angaben, 
wohl schiitzen kann, aber dies keineswegs immer tut. Denn gerade 
die Tiere, die am meisten von ihren Kalorien aus Fett beziehen, sind 
die empfindlichsten. Aus den Reihen II mite man darum schlieBen: 
am ungiinstigsten ist EiweiBarmut, ferner: auch ein Zuviel an Eiweib 
auf Kosten des Fettes ist nachteilig, und am besten scheint eine 
physiologisch zusammengesetzte Nahrung. 

Was fiir Ratten am meisten ,,physiologisch* ist, wissen wir nicht 
genau. Da die Ratte aber oimnivor ist und insofern mit dem Menschen 
zu vergleichen, nimmt man vielleicht nicht mit Unrecht an, daB eine 
solche Verteilung der Nahrstoffe, wie sie dem Menschen behagt, auch 
fiir Ratten ein Optimum darstellt. 

Beim gewéhnlichen KostmaB des Menschen werden angegeben, 
z. B. bei einem Verbrauch von 2800 Kal., daB zweckmiBige Kostformen 
80 bis 100 g EiweiB, 90 bis 170 g Fett und 200 bis 400 g Kohlenhydrate 


24° 
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sind. Dabei schwankt der kalorische Anteil vom Eiweif nur zwischen 
11,7 bis 14,7 Proz., waihrend der Anteil der anderen Nahrstoffe von 
29 bis 50 Proz. wechseln kann. 

Hierbei scheint uns wichtig, auf den relativ niedrigen Anteil des 
EiweiBes hinzuweisen. Es darf aber bekanntlich auch nicht zu sehr 
sinken und kann andererseits Stérungen hervorrufen, wenn er zuviel 
in den Vordergrund tritt. 

Man wiirde aus unseren Versuchen auch Material fiir die Ansicht 
finden, daB die Ratten am stirksten reagieren, die besonders wenig 
EiweiB erhalten haben, dann folgen die, welche besonders viel Eiweib 
bekommen, und am besten schneiden die mit einer mittleren Menge 
EiweiB ab. 

DaB aber auch das EiweiB wiederum nicht entscheidend ist, dafiir 
sind Reihe III und Ila ein Beweis, wo bei einem guten kalorischen und 
gleichmaBigen Verhaltnis doch erhebliche Unterschiede bestehen, und 
dann gerade wieder die kohlenhydratirmsten ernaihrten Tiere am 
widerstandsfahigsten sind. Diese Reihe zeigt auch, dab das Fett keine 
entscheidende Rolle spielt, woran man nach den Abderhalden und Wert- 
heimerschen Versuchen denken kénnte, welche ja die Fettiere am 
resistentesten fanden, obwohl diese im allgemeinen an ihrer Vitalitat 
eingebiiBt haben, wie wir auch bestitigen konnten. 

In der Reihe IV ist aber der Fettanteil stets derselbe, trotzdem 
bestehen sehr deutliche Unterschiede in der Reaktion. Diese nun auf 
die KH zuriickzufiihren, ist unwahrscheinlich, denn, wenn auch am 
stirksten die Tiere reagieren, welche hiervon am meisten erhalten 
haben, so sind doch die Unterschiede sehr gering gegeniiber den 
Mengen KH, welche die anderen Gruppen bekamen; und vor allem 
ist am unempfindlichsten nicht die Gruppe mit der Diit, welche die 
kleinste, sondern die, welche die mittlere Kohlenhydratmenge erhalten 
hat. Die Abweichungen der Kohlenhydratmengen in den drei Kost- 
formen dieser Versuchsreihe IV ist, wie gesagt, sehr gering, nach beiden 
Seiten nur etwas iiber 20 Proz. im Vergleich zu der mittleren Menge. 
Sehr erheblich sind aber die Abweichungen inbetreff des EiweiBes. Die 
unempfindlichste Gruppe erhilt 15 Proz. ihres kalorischen Gebrauchs 
aus EiweiB, die empfindlichste aber nur 5 Proz. (d. i. 66 Proz. weniger) 
und die mittlere 24 Proz. (d. i. 60 Proz. mehr); dies spricht also wieder 
fiir die Bedeutung des EiweiBes. 

Abderhalden und Wertheimer haben in einer weiteren Unter- 
suchung') die Bedeutung der alkalischen oder sauren Fiitterung betont, 
in dem Sinne, daB die Tiere mit ,,alkalischer‘ Ernahrung (Griinfiitterung, 
Kérner) viel empfindlicher sind als die mit ,,saurem‘‘ Futter (Hafer) ; sie 


') Pfliigers Arch. 205, 559, 1924. 
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glauben aber nicht, daB dieses Moment der verschiedenen Aziditat zur 
Erklirung des Unterschiedes fiir ihre Versuche mit Fett- und K H-Tieren 
heranzuziehen sei. Sie tun dies, weil sie den Harn von eiwei®-, fett- 
und KH-frei ernahrten Ratten sauer finden, den Harn der gemischt 
ernihrten aber ebenfalls sauer. Wir halten doch nicht fiir ausge- 
schlossen, daB dieses Moment bei der verschiedenen Empfindlichkeit 
von KH-, Eiweif- und Fetttieren eine Rolle spielt, und auch die ge- 
nannten Autoren halten diesen Punkt nach ihren Untersuchungen 
fiir noch nicht erledigt. 

Alles in allem kommen wir noch nicht iiber ein non liquet hinweg. 
Wir halten aber doch von Bedeutung, daB nicht nur die véllige Ent- 
haltung von Kohlenhydraten, wie die wichtigen Feststellungen von 
Abderhalden und Wertheimer gezeigt haben, die Empfindlichkeit ver- 
andert, sondern daB auch in jedem Falle, wo einer der Grundndhrstoffe 
(einschlieBlich der Kohlenhydrate) konstant gehalten wird, die anderen 
beiden aber variieren, sehr erhebliche Unterschiede der Empfindlichkeit 
auftreten. 

Da wir die Schwankungen der Empfindlichkeit gegen Insulin bei 
demselben Individuum im Gegensatz zu Angaben anderer, die gerade 
eine fiir ein Individuum charakteristische konstante Empfindlichkeit 
behauptet haben, wiederholt betonten, hat dieser Befund fiir uns be- 
sonderes Interesse. Dies um so mehr, als zum Teil ja dieselben Ratten 
benutzt wurden bei verschiedenen Versuchen, und diese dann je nach 
der Ernahrung verschieden reagiert haben. Z. B. reagieren dieselben 
drei Ratten in Serie III als ,,Fetttiere’’ im Durchschnitt von je vier 
Versuchen nur mit Senkungen von 1,5°, sie sind die unempfindlichsten 
ihrer Serie, in Serie 1V sind sie aber als ,,.K H-Tiere“ am empfindlichsten 
und reagieren mit 3,0° Senkungen. Auch innerhalb ein und derselben 
Versuchsreihe kann man solche Umstimmungen hervorrufen. In 
Reihe IIIa haben wir, wie erwahnt, nach dem dritten Versuch (6. August) 
die Ernahrung der K H-Tiere und der Fetttiere vertauscht. 

Solange dieselben Ratten KH-reich gefiittert waren, reagierten 
sie in drei Versuchen am starksten mit einer mittleren Senkung von 
2,7°, als sie dann fettreich ernahrt wurden, reagierten sie in vier Ver- 
suchen am schwiichsten (mittlere Senkung 1,7°); und dieselben Ratten, 
die als Fettiere zuerst eine deutlichere Senkung von 1,0° gaben, lieBen 
als KH-reiche Tiere spiter dje Temperatur um 3,3° sinken. Die Reak- 
tionsweise der Tiere hat sich also wesentlich geindert. Solche Um- 
stellungen (Umstimmungen) haben auch Abderhalden und Wertheimer 
an einigen Kaninchen gezeigt. Andererseits mu man aber sehr vor- 
sichtig sein, um jede individuelle Veranderung nur auf die Ernahrung 
zu beziehen, denn in Serie III sind die Tiere bei einer ,,Normalkost* 
relativ empfindlich in dieser Serie; sie sind die ,,mittelempfindlichen™, 
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kommen aber mit der durchschnittlichen Senkung von ~> 2,9° sehr nahe 
an die der empfindlichsten mit > 3,1°. In der Serie LV sind dieselben Tiere 
bei genau gleichgebliebener Kost wieder als Normaltiere die unempfind- 
lichsten, sie reagieren fast iiberhaupt nicht, namlich durchschnittlich 
nur mit 0,7° Senkung. Hier miissen also Tagesfaktoren eine Rolle 
gespielt haben. 

Alle unsere Schliisse itiber den EinfluB der verschiedenen Ernahrung 
auf die Insulinempfindlichkeit haben daher auch nur Berechtigung, 
weil sie wiederholt durch Versuche an gleichen Tagen mit verschieden 
ernihrten Tieren genommen sind. 


Zusammenfassung, 

An 274 Einspritzungen bei Ratten, die mit verschiedener, in ihrer 
Zusammensetzung genau bekannter, kiinstlicher Ernahrung wochenlang 
gehalten sind, wird nach dem Vorbild von Abderhalden und Wertheimer 
die Reaktion auf subkutane E’nspritzung von Insulin (neerlandicum) 
bestimmt durch GréBe der Temperatursenkung. 

Es wird der wichtige Befund der genannten Autoren bestatigt, 
daB KH-Reichtum die Empfindlichkeit erhéhen, Fettreichtum sie ver- 
mindern kann'). Durch vergleichende Versuche, wobei einer der Haupt- 
nihrstoffe KH oder EiweiB oder Fett konstant erhalten wird, die 
beiden anderen aber variieren, wird gezeigt, daB die Beziehung keine 
einfache ist. Auch bei genau gleichen K H-Mengen ist die Empfindlich- 
keit sehr verschieden ; EiweiBarmut steigert sie. Bei gleicher Fettmenge 
scheinen auch Unterschiede im EiweiB eine Hauptrolle zu spielen, und 
zwar sind die Tiere, welche ,,physiologische’ Mengen Eiweif8 erhalten, 
am _ widerstandsfahigsten. 

Zum SchluB wird betont, daB durch diese Versuche aufs neue die 
Tatsache der wechselnden Empfindlichkeit eines und desselben Indi- 
viduums gegeniiber Insulin bewiesen ist und von einer konstanten, 
fiir das Individuum charakteristischen, Empfindlichkeit nicht die 
Rede ist. 


') Anmerkung bei der Korrektur. Leider ist uns eine Arbeit von A. Gigon 
entgangen (Zeitschr. f. klin. Med. 101, 17, 1924). Darin ist ein Versuch 
erwahnt, wonach bei einem dlgefiitterten Kaninchen griéBere Insulin- 
resistenz bestehen soll, ferner aber auf Empfindlichkeitssteigerungen durch 
iiberreichliche KH-Darreichung hingewiezen wird. 


* 
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Einflu6 des Trockengehalts (Reinheitsgrad) auf die Wirkung 
des Insulins. 


Von 
S. E. de Jongh und Ernst Laqueur. 


(Aus dem pharmako-therapeutischen Laboratorium 
der Universitat Amsterdam.) 


(Eingegangen am 22. Juli 1925.) 


Mit vielen anderen Untersuchern hatten wir den Eindruck, dab 
die Resorbierbarkeit des Insulins im Laufe der Zeit mit der Reinheit 
der Praparate gestiegen war, jedenfalls die maximale Wirkung immer 
friiher eintrat, je reiner die Praparate wurden. Wir suchten darum 
nachzusehen, durch einige ad hoc angestellte Versuche, ob ein Hinflug 
des Trockengehaltes auf die Wirkung des Insulins besteht. Schon hier 
sei bemerkt, daB dieser Nachweis uns nicht gegliickt ist, sofern man 
wenigstens nicht Praparate benutzt, so unrein, daB sie in praxi nicht 
in Betracht kommen. Indessen auch dieses negative Resultat ist 
von Bedeutung im Hinblick auf die sehr verbreitete Meinung, der 
Gehalt an Trockensubstanz der Praparate beeinflusse die Resorbier- 
barkeit. 

Um inter-individuelle Unterschiede auszuschlieBen, benutzten wir 
méglichst dieselben Kaninchen fiir einen Versuch, der jedesmal aus 
zwei Teilen zusammengestellt war. Bei demselben Kaninchen wurde 
das eine Ma! das reine, das andere Ma! das weniger reine Praparat ein- 
gespritzt. Fiir das letztere Priparat benutzten wir bisweilen Insulin 
mit einem verhaltnismaBig groBen Trockenrest, dargestellt noch zu 
einer Zeit, wo die Reinheit noch weniger vollkommen war als jetzt. In 
den meisten Fillen jedoch fiigten wir PankreaseiweiB einem Priparat 
zu, das an und fiir sich wenig Trockensubstanz enthielt. 

Wir beurteilten jeden Versuch nach dem Verhalten des Blut- 
zuckers, der 5 Stunden lang jede Stunde festgestellt wurde, in Doppel- 


bestimmungen nach Hagedorn und Jensen. Wir fingen das Blut auf 
Léschpapier auf nach dem Verfahren von Dresel und Rothmann. 
Diese Modifikation liefert, wie auch EF. Dingemanse') vor kurzem in 
unserem Laboratorium festgestellt hatte, ausgezeichnete Werte. 


') Diese Zeitschr. 154, 483, 1924. 
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Wir haben folgende vier Punkte zu beobachten: 

I. Wann ist der niedrigste Punkt der Blutzuckerkurve erreicht ’ 
II. Ist die maximale Blutzuckersenkung in beiden Abschnitten 
des Versuchs die gleiche / 

Ill. Ist die Dauer der Blutzuckersenkung in beiden Fallen gleich ’ 

IV. Wann tritt zuerst eine deutliche Blutzuckersenkung auf? 

Da diese fast in allen Fallen, wo sie sich iiberhaupt einstellte, 
bereits in der ersten Stunde anfing, kénnen wir Punkt IV auf sich 
beruhen lassen. Bemerkt sei noch, daB wir Unterschiede zwischen 
zwei Blutzuckerbestimmungen, nicht gréBer als 0,10 mg pro Kubik- 
zentimeter, nicht in Betracht ziehen, da nach unseren Erfahrungen 
aus solchen kleinen Unterschieden keine Schliisse zu ziehen sind. 

Der Fehler braucht bei der Methode von Hagedorn und Jensen 
nicht gréBer als 0,05 mg pro Kubikzentimeter [s. Dingemanse')] zu sein. 

Bei Besprechung der Resultate vergleichen wir erst das Verhalten 
der einzelnen Tiere in den beiden Versuchsabschnitten (Tabelle I) und 
nachher nochmals alle gleichbehandelten Tiere zusammen. 

Praparat A hat 0,6 mg Trockensubstanz pro alte Einheit*), Pra- 
parat B aus einer friiheren Darstellungsperiode 4,75 mg, also das Acht- 
fache. Beide Lésungen enthalten zwei alte Einheiten pro Kubikzenti- 
meter. (Fettgedruckt sind die niedrigsten Werte, also die maximale 
Wirkung). 


Tabelle I. 





—- — ; Bluteucker pro eee 

Ne. | Detum Einspritzung omens mach nach nach nach nach 

P mg "ormal 1 Std. 2Std. 3Std. 4Std. 5 Std. 
228 4«44.1X. | 2450 107 065 034/039 Kr. — 
56 2230 leem A 12 1.16 0,56 0.67 0.74 0.76 087 
208 2300 | 0.95 0,66 0.60 0.75 1,06 0,96 
228 17. 1X. | 2650 ] 1.08 062 0454 0.76 1,10 1.23 
56 2330 leem B 9.5 195 139 059 068 1.02 1.56 
208 2370 | 1.10 0.55 057/0,78 0.79 1,08 


Der Blutzuckergehalt nach 4 bzw. 5 Stunden vom Kaninchen Nr. 228 
am 4. September wurde nicht bestimmt, da das Tier nach 3% Stunden 
Krampfe bekam, die mit Zucker bekimpft werden muBten; danach hatten 
Blutzuckerbestimmungen natiirlich keinen Sinn mehr. Ubrigens war die 
Dosierung so gewahlt, daB eigentlich keine Kriampfe zu erwarten waren. 


le 

*) Eine (alte) Einheit ist nach der urspriinglichen Definition ein Drittel 
der Menge, welche bei (75 Proz. der) Kaninchen die ,,Krampfgrenze* 
erreichen l4Bt, das ist bei 2 kg schweren, 18 bis 24 Stunden hungernden 
Tieren den Blutzucker auf + 0,45 mg und darunter sinken laBt oder Krampfe 
hervorruft. 
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Sie traten erst nach mehr als 3 Stunden ein, als der Blutzucker bereits 
wieder gestiegen war. Nach unseren Erfahrungen brauchen diese nicht 
infolge einer erneuten Blutzuckersenkung einzutreten, sondern auf Grund 
des fortdauernden Glucdésemangels. 

Am 17. September trat die maximale Wirkung gleichfalls erst nach 
2 Stunden ein, jedoch war die Blutzuckersenkung nicht so stark, wie bei 
der ersten Einspritzung. Das Auftreten von Kriampfen (mit nachfolgender 
Glucoseinjektion) macht es unmdglich, ein bestimmtes Urteil iiber die 
Dauer der Wirkung zu fassen. 

Kaninchen Nr. 56, eingespritzt mit dem reinen Priaparat A, reagierte 
am starksten nach | Stunde, mit dem unreinen Priéparat nach 2 Stunden. 
Der tiefste Wert des Blutzuckers war derselbe; auch war in beiden Fallen 
der Anfangsblutzucker nach 5 Stunden noch nicht wieder erreicht. Nr. 208 
reagierte am stiirksten nach 2 bzw. 1 Stunde. Die maximale Wirkung 
war dieselbe. Am 4. September war wieder der Anfangsblutzucker nach 
4 Stunden erreicht, am 17. September nach 5 Stunden. 


Nehmen wir den Versuch mit der gréBten Trockensubstanz als 
Ausgangspunkt, so kénnen wir die drei oben genannten Punkte') in 
folgender Weise zusammenfassen, wobei also die Wirkung des Priparats 
mit dem gréBeren Trockengehalt in Vergleich zu der des kleineren 
gesetzt wird. 





Nr. I') II') Il") 


228 in gleicher Zeit schwacher kiirzer (?) 
56 spater gleich gleich 
208 friiher * langer 
Zusammen: in gleicher Zeit etwas schwacher gleich 


Zu unserer Verwunderung besteht kein deutlicher Unterschied 
zwischen den Zeitwirkungskurven beider Priparate. 


In einer zweiten Versuchsreihe mit den gleichen Praparaten wie 
in der ersten besteht ein Unterschied, aber zum Teil nicht in der 
tichtung, wie wir ihn erwartet haben. 


Tabelle II. 





Blutzucker pro 1000 
Gewicht Trocken- 


Datum Einspritzung —_Substanz ; mach nach nach nach 
mg | "Orm®’ 1Std. 2Std. 3Std. 4 Std 


2680 111 068 057. 052 0,70 
2440 + %/,cem A 0.9 094 061 0,60 061 0,93 ? 
2430 | | 10:94 057 050 0.70 056 091 


2650 | 1.19 060 067 0.91 1.04 1,20 
2400 | 3/,cem B 71 0.98 070 080 091 1.14 108 
2410 | 105 069 0.79 0.98 0.92 1.20 


Siehe I bis III auf der vorigen Seite. 
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Nr I Il Il 
5 friiher gleich ? 
209 zu gleicher Zeit schwacher gleich 
96 friiher - is 
Zusammen: friiher schwacher gleich 


Das unreine Praparat hat also zeitiger gewirkt und etwas schwacher. 
Bei Beriicksichtigung der Anfangsblutzucker, die allerdings nur einen 
sehr beschrankten Wert haben, bleibt von der schwiacheren Wirkung 
nicht allzuviel tibrig, denn im Mittel sind die Senkungen innerhalb 
der ersten 3 Stunden bei allen Versuchen aus Tabelle I und II, also 
aller sechs Tiere, ganz abnlich: die Mittel sind nach Einspritzung des 
reinen Praparats 0,41, 0,48 und 0,39 und nach Injektion des unreinen 
Priparats 0,47, 0,55 und 0,38. 

Von einem deutlichen Unterschied ist hier also auch nicht die Rede 

Indessen ist eins nicht zu vergessen. Der Eindruck, daB bei 
gréBerer Reinheit der Priparate ein schneller wirksames Insulin ent- 
steht, entstand bei Vergleich der Erfahrungen des vorletzten Jahres 
mit solchen aus friiheren Perioden (1923). Damals waren aber die 
Priparate nicht nur besonders reich an Trockengehalt, sondern dieser 
bestand, wenigstens zum Teil, auch aus Stoffen, denen eine eigene. 
dem Insulin anscheinend entgegen gerichtete Wirkung zukam, so- 
genanntes Antiinsulin!). Wir haben darum in einer folgenden Versuchs- 
reihe (2 neue Einheiten = 2,8 alte Einheiten) reines Insulin eingespritzt. 
das absichtlich mit einer sogenannten AbfalleiweiBfraktion aus einer 
friiheren Darstellungsperiode gemischt war. Das Insulin (von etwas 
anderer Verdiinnung wie das Priiparat A) enthielt 0,6 mg Trocken- 
gehalt pro Einheit. In der Eiwei®mischung war der Trockengehalt 
6,0 mg pro Einheit. Aus auBeren Griinden muBbten diesmal verschiedene 
Kaninchen benutzt werden. Beide Gruppen waren jedoch aus der 
Versuchsreihe I und II bekannt. 


Tabelle 111. 





Blutzucker pro 1000 


Gewicht i , fe 
om. Sem | Einepritaung — j Pach nach nach nach | nach 
m norma! 1 Std. 2Std. 3Std. 4Std. 6 Std 
& & 
6} 4.X, 2930 1.04 069 083 0.78 0.70 087 
209 720 leem A 17 105 0,75 082 089 095 0,94 
96 2420 120 089 0,64 660 062 0,72 


142 117 083 ? 070 082 


228 «68.X%. 3000 
56 2550 || beem A | 17 40 0197 0,99, > 1,06. 1.20 
208 a |) ~ = 1,22 0,67 0.72) % 064 0,78 


1) de Jongh, Biochem, Journ. 18, 5, 833, 1924; Grevenstuk und Laqueur. 
Insulin. Bergmanns Verlag, 1925; Ergebn. d. Physiol. 23. 
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Besprechung: Da in der Reihe vom 4. Oktober zwei Tiere ihr 
Maximum bereits nach | Stunde erreicht hatten, kénnte man von 
einer leichten Verzégerung in der Reihe vom 8. Oktober durch das 
hinzugefiigte EiweiB sprechen, auch dann noch, wenn die versehent- 
lich ausgefallenen Bestimmungen nach 3 Stunden in der zweiten 
Gruppe Minima gezeigt hiatten. Deshalb kann diese Versuchsreihe 
auch hier angefiihrt werden, wenn sich natiirlich wegen Ausfall einiger 
Bestimmungen iiber die Punkte IT und III keine Schliisse ziehen lassen. 

Da wir durch den Gebrauch derselben Tiere uns gezwungen sahen, 
wenigstens eine Woche zu warten, wodurch die iuBeren Umstiinde 
beim zweiten Teile des Versuchs (Wetter, Fiitterungszustand usw.) 
verschieden sein kénnen, haben wir beim folgenden Versuch erst zwei 
Tieren das reine Praparat eingespritzt und gleichzeitig zwei anderen 
die kiinstlich verunreinigten Praiparate. Eine Woche spiater wurde 
der Versuch wiederholt mit denselben vier Tieren, aber mit ge- 
wechselten Priparaten'). 

Tabelle IV. 





Teochens Blutzucker pro 1000 


; i bs 
Einspritzung emeemne a mach nach nach nach 
g mg 1 Std. | 2 Std. 3Std. 4Std. 


Gewicht 


2850 162 0,94 1,27) 149 1,87 


2480 1 cem 80 052 086 0.69 0.86 
3250 | mit EiweiB ( 064 0.71) 1.06) 1.18 
2520 0.88 O82 0,92 1,00 
2850 0.80 0.73 1.15 1,27 
2480 leem ohne 1.25 f 102 1,31 168) 1,18 
3250 | EiweiB - 058 0,62 0,69 0,73 
2520 0.31 0.76080 082 





Nr. I tl 


18 friiher schwacher langer 
185 starker “ 

125 zu gleicher Zeit schwacher kiirzer 

50 spater ™ gleich 

Zusammen: zu gleicher Zeit gleich gleich 
Von einem deutlichen Unterschied hinsichtlich der Zeit der 
maximalen Wirkung ist wiederum nicht die Rede. Der in Tabelle III 
besprochene Versuch konnte, wie gesagt, als eine Andeutung nach dieser 
Richtung angesehen werden, in dem vorliegenden Versuche, wo der 
Unterschied im Trockengeha:t so viel deutlicher ist, fehlt jeder Anhalts- 
punkt. Natiirlich besteht die Méglichkeit, daB unsere EiweiBfraktionen 
kein oder nur ungeniigend Antiinsulin enthalten; denn im Augenblick 


1) Siehe auch 8S. 341 dieses Bandes: Vorschlag von Dale fiir die 
Nacheichung. 
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unterscheidet sich die Darstellungsmethode des Insulins schon iy 
friihen Stadien von der urspriinglichen Methode. 

Auffallend bleibt iibrigens, wie schwer es auch schon friiher ge 
wesen ist, die hier betrachtete Erscheinung, das Auftreten von Anti 
insulin willkiirlich zu erzeugen, obwohl dies gerade uns langere Zeit 
viel Miihe gemacht hat’). 

Einen EinfluB des Antiinsulins hinsichtlich der Zeit der maximale 
Wirkung von verschiedenen Priparaten wagen wir nicht ganz aus- 
zuschlieBen ; glauben aber andererseits, daB der Trockengehalt an sich 
groBe Schwankungen aufweisen kann, ohne die Zeitwirkungskurve und 
wahrscheinlich auch die Resorptionsschnelligkeit bedeutend zu _ ver 
iindern. Ubrigens hat sich dies in der Praxis schon herausgestellt. 
Denn Praparate, die zwar siimtlich — im Vergleich zu den bishe: 
kiinstlich verunreinigten -- nur geringen Trockengehalt (pro Einheit 
Img haben), aber doch in bezug hierauf untereinander sehr ver- 
schieden (etwa 1 zu 20) waren, weichen in ihrer Wirkung nicht von- 
einander ab. Auch die Haufigkeit von Nebenerscheinungen (Schmerzen, 
Réte um die Injektionsstelle, Urticaria usw.) geht mit der GréBe des 
Trockenrestes nicht parallel. Abgesehen von der Notwendigkeit de: 
Befreiung von Antiinsulin, scheint das Bestreben von verschiedenen 
Fabriken und Laboratorien, zu Priparaten mit immer kleinerem 
Trockengehalt zu kommen, theoretisch sehr wichtig, praktisch aber 
kaum von Interesse. (Unser Laboratorium verfiigte schon iiber 
Priparate mit nur 0,03 mg Trockengehalt pro Einheit, und in der 
Literatur sind noch geringere Zahlen angegeben.) 

Um auf unsere urspriingliche Fragestellung zuriickzukommen, 
so laBt sich aber schlieBlich durch eine immer stdérkere Verunreinigung 
der Praparate in der Tat eine Verzégerung der Wirkung feststellen. Der 
gleichen Gruppe von vier Kaninchen wurde erst das eine Priparat 


Tabelle V. 





Blutzucker pro 1000 

Nj Gewicht pa ore eect - 
—_ Datum Einspritzung ee normal P&ch mach nach nach nach 
‘ me orma’ 1Std. 2Std. 3Std. 4Std. 5 Std 
206 2.1. 1770 108 018 Kr. — — _ 
91 2550 3cem F 0.25 109 0,29 053 0,95 1,06 1,10 
7 2170 { (3 E.) ' 0,94 O14 0,60 1,04 1,14 0,90 
121 1750 0,72 O11 045 0,55 0,66 0,85 
206 | 97.1. *| — Ghat (| — | — 
91 2420 | 3cem F 300 104 029 Kr — — — 
70 2220 | + EiweiB . 134 040 027 Kr. — — 
103 046 Kr — — — 


121 1750 


') Dasselbe teilte uns Casimir Funk gelegentlich mit. 
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mit wenig Trockensubstanz eingespritzt und nachher dasselbe Pra- 
parat, nachdem verschiedene Mengen Eiweif hinzugesetzt waren. 

An anderer Stelle) ist die Méglichkeit erértert, daB das Entstehen 
oder Ausbleiben von Krampfen weniger von der Tiefe des Blutzuckers 
abhangt, der iiberhaupt einmal erreicht wird, als von der Dauer 
der Senkung. Insofern kénnten die letzten Versuche als ein Hinweis 
einer verzégerten Wirkung gelten, da bei allen (drei) Tieren beim zweiten 
Versuch nach einer Stunde der Blutzucker noch nicht so tief gesunken 
ist als beim ersten Versuch, wo sie nur !/,99) Trockensubstanz erhielten, 
dafiir aber nach 2 Stunden Krampf auftrat, wo beim ersten Versuch 
der Blutzucker schon wieder gestiegen war. 

Hinsichtlich des Zeitpunktes der maximalen Wirkung laBt sich 
vermuten, daB er auch bei den eiweiBreichen Priparaten hinaus- 
geschoben ist, da der Blutzucker wahrend der Krimpfe wohl noch 
niedriger war als nach der ersten Stunde, wo beim Vergleichsversuch, 
wie eben gesagt, das Minimum der Senkungen gelegen war. 

In den zwei folgenden Versuchen wurde der Trockengehalt noch 
mehr gesteigert. 

Tabelle VI. 





_— Blutzucker pro 1000 


Gewicht substanz 


Einspritzung 


& meg 


Nr. Datum nits 


4 Std. 


nach 
3 Std. 


nach nach 
normal 1 Std. 2 Std. 


1,26 
1,43 
1,28 
1,08 


0.70 
1,83 
137 
0.95 


0.45 
1.46 
0.69 
0,40 


Kr. — 
0.96 1,06 
0.93 0,90 
0.67 048 


206 3. 11. 1720 
91 2200 
70 2250 

121 1750 


3cem F 


+ EiweiB 450 





Nr. i il 


206 spater gleich 
91 e schwacher 
70 - = ps 

121 - - . 


langer 


langer 


Zusammen : spater schwacher 


Tabelle VII. 





Teschens Blutzucker pro 1000 


G t 
Datum ovich 


8 
206 


10.11. 1520 


70 
121] 


2150 ) 
1750 | 


3 com F + EiweiB . 
91 inzwischen Tt 


substanz 


Einspritzung 
normal 


nach 
4 Std 


nach 
3 Std 


nach 
2 Std. 


nach 
1 Std. 


mg 

Kr. 
0.45 
0.56 


115 | 1,06 039 


045 
0,43 


0.55 
0.54 
0.44 


1,10 | 0.99 
104 1,17 


3cem F 


4 Eiweig 


0.55 
0.69 


1) E. Laqueur, Grevenstuk und de Jongh, Deutsch. med. Wochenschr. 


1925, S. 178. 
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Nr. I II Hl 
206 spater gleich : 
70 - schwacher langer 
121 4 - » 
Zusammen: spater schwacher langer 


Was die Geschwindigkeit des Eintritts der Maximalwirkung an 
belangt, so kann man in den letzten Versuchsreihen einen verzégernden 
EinfluB des hinzugefiigten EiweiBes nicht leugner. Der Trockenrest 
ist aber dabei in solchem AusmaB erhéht, wie es in praxi auch beim 
unreinsten Praparat nicht vorkommt. 

Um Einseitigkeit auszuschlieBen, haben wir obenstehende Ver- 
suche mit Hiweif anderer Herkunft wie aus Pankreas nochmals 
wiederholt, so Serum von Hunden bzw. Kaninchen benutzt. 

Die Ergebnisse mit Insulin ohne und mit Zusatz von Hundeserum 
gibt Tabelle VIII wieder. 

Tabelle VIII. 





Blutzucker pro 1000 


: Gewicht sae 

Nr. Datum Einspritzung — nach nach nach nach nach 
P mg 1 Std. 2Std. 3Std. 4Std. 5 Std 
209 14. X. 2700 | 115 662 0,68 080 0,95 1,18 
96 2410 leem D 34 100 071 050 047 049 063 
5 2930 | 122 055 089 051 0.64 0.84 
209 22.X. 2650 leem D 108 048 041 Kr. — —_ 
96 2270 + 20 Proz. 17,4 0.95 037 050 Kr. - — 
5 2900 Hundeserum 116 022 Kr} — — — 


Bei diesen Versuchen fallt der Unterschied in der Wirkung an den 
beiden verschiedenen Daten auf. Wir wollen hier nicht weiter auf die 
méglichen Ursachen dieser viel verbreiteten und fiir die Eichung so 
beschwerlichen Erscheinungen eingehen, sondern auf die voranstehende 
Mitteilung hinweisen. 

Mit Sicherheit geht aus der Tabelle VIII nicht hervor, daB das 
Hundeserum eine Verzégerung der Wirkung hervorruft, zumal Auf- 
treten der Kriimpfe einen Vergleich in unseren drei Punkten erschwert. 
Andererseits ist die starke Wirkung am 22. Oktober auch nicht dem 
EinfluB von Serum als solchem zuzuschreiben, denn sie fehlt in folgenden 
Versuchen (s. Tabelle LX), wo dieselbe Mischung eingespritzt war. 


Tabelle 1X. 





j Blutzucker pro 1000 
- a, (Gewicht! 2 ——- seantiponee 
= Detum NS ; pach nach nach nach nach 
‘ mg | 2PM’ 1Std. 2Std. 3Std. 4Std. 5 Std. 
56 | 16.X. | 2210 || ,'smD 174 0,96 0,510.49 0,50 0,58? : 
U 2230 J Hundeserum . 1,96 0.38 0,438 ? 0.59 0.53 





~~ 
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Um jedenfalls zu beweisen, dafS das Serum selbst fiir den Bhut- 
zucker indifferent ist, haben wir einige Versuche nur mit Serumein- 
spritzung gemacht. . 

Tabelle X. 





% Tete. Blutzucker pro 1000 
Gewicht 


Datum Einspritzung substanz 


& meg 


nach nach nach nach 
normal 1 Std. 2Std. 3Std. 4 Std. 


29, X. 3010 | l eem 1.20 | 1,26 | 1.20 1,35 118 
2210 ‘Hundeserum 14 152 | 1,41 | 148 | 1.33 1.26 
2700 1:5 1.06 | 105 1,24 117 0.96 
Endlich wurden noch 3 Ejinheiten Insulin mit oder ohne Zusatz 


von Kaninchenserum eingespritzt. 


Tabelle XJ. 





Troe Blutzucker pro 1000 
Gewicht Trockens 


Detum Einspritzung ansetens nach nach nach nach 


_ normal 1Std. 2Std. | 3Std. 4Std. 


8 
18 XT. 2850 ) leem Ins. - 106 061 OAS?) 0.77 101 
22 2150 | (3 E.) e118 062 058 | 067 | 0,63 
5) > lcem Ins. + C -- 2a 5 
me | $00 chen | as 998 a age] at | i 

Nur wenn man auf kleine Unterschiede der Reaktion einen nicht 
gerechtfertigten Wert legt, kann man hier von einem EjinfluB des 
Serumzusatzes sprechen. 

Im AnschluB an das Vorhergehende haben wir noch versucht nach- 
zuweisen, ob durch Hinzufiigen eines indifferenten Stoffes zum Lésungs- 
mittel eine Verzégerung der Resorption eintrat, um bei positivem Er- 
gebnis vielleicht bei der Diabetestherapie die Anzahl der Einspritzungen 
einschrdnken zu k6énnen. 

Dazu wurde Insulinlésung mit Gummi arabicum gemischt. Aus 
14 Versuchen, wobei neun Tiere Insulin mit Zusatz von Gummi arabicum 
erhielten, ergibt sich nicht mehr als eine Andeutung in der gedachten 
Richtung. Um zu einer Sicherheit zu kommen, waren noch mehr Ver- 
suche nétig. Aber daes sich hier im letzten Sinne nur um ein praktisches 
Ziel handelt: durch Erhéhung des Trockengehaltes Verlingerung der 
Resorption zu erreichen, so ist diese Zahl vielleicht geniigend, um bei 
der Unschiadlichkeit der Methode klinische Versuche an Menschen zu 
rechtfertigen. 

Tabelle XII gibt eine Ubersiclit iiber die Versuche, wobei die 
Mengen des Insulins und ferner auch die Mengen des zugesetzten 
Gummis etwas variiert wurden. 

Die Versuche (Gruppe a) machen den Ejindruck, als ob Gummi- 
zusatz die Wirkung abschwiacht, da nur in einem der Versuche die 
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Tabelle X11. 


Laqueur: Einwirkung des Trockengehalts usw 





Nr. 


79 
155 
*) 26 
112 
24 
fis 
131 
124 


157 
165 


155 


i 


I 


200 


Krampfgrenze erreicht wird, was sonst wiederholt mit 


. > s . oo . 
der Fall ist. Eine bessere Ubersicht erhalt man, wenn man zugleich 


© )176 
| 37 | 


Datum 


25. XI. 
26. XI. 


1, XII, 


8. XIT. 


9, XIT. 


Gewicht 


2460 
2680 
2500 
2930 


or 


2250 
2220 
2480 


2600 
2870 
2730 
2360 
2000 
2070 


Einspritzung 
Insulin u. Gummi arab 


leem, 2 E., 10 proz. 


ebenso 


l cem, 2 E., 20 proz. | 


ebenso 


leem, 4E., 4 
ebenso 


leem,4 E., 20 proz. 


ebenso 

1'/, cem, 3 E., 6 
ebenso 
ebenso 
ebenso 


11’, com, 3 E., 20 proz. 


ebenso 


Blutzucker pro 1000 nach 


2 Std. 


0.68 
0.86 
0,92 
0,88 

Kr. 

Kr. 
0,24 
0.36 
0,20 
0.34 
0.75 
0.56 
0,39 
0,53 


4 Std. 6 Std. 
0.72 1,02 
0.49 1,19 
0.91 1,08 


Kr. nach 3 Std. 


0,33 0,39 
0.67 — 

0.45 — 

0,98 0.74 
0,91 0.79 
0,45 0.38 
0,75 0.74 


nur 2 Einheiten 


Tiere mit Insulin, das entweder Gummi enthalt oder von solchem 
frei ist, an gleichen Tagen einspritzt. 


vier Tieren stirkste Wirkung zu erkennen. 


DaB 


Bei Gruppe b ist bei allen 
die beiden Tiere, 


die Gummi erhalten haben, erst spiter Krimpfe zeigen bzw. das 

Minimum des Blutzuckers nach 4 Stunden liegt und nach 6 Stunden 

' noch immer ein sehr niedriger Blutzucker besteht, kann man als einen 
Ausdruck verzégerter Wirkung ansehen. 

Gruppe c ergibt denselben Eindruck; aber mehr kann man nicht 

sagen, da z. B. 176 und 200 keinen Unterschied zeigen, wahrend ein 

solcher bei Vergleich von 155 und 37 wohl zu erkennen ist, und zwar 

j in der Richtung, daB das mit Gummi behandelte Tier eine starkere und 
langere Wirkung zeigt; die langere Wirkung ist auch bei Tier 165 gegen- 

tiber 157 zu erkennen. 


Zusammenfassung, 


Der allgemein verbreitete Eindruck, daB der Reinheitsgrad eines 
Priparats EinfluB auf die Resorbierbarkeit vom Insulin hat, wurde 
nur bestatigt bei Praparaten mit auBerordentlich hohem Trockengehalt, 
wie sie nur durch absichtlichen Zusatz von EiweiB zu erhalten sind. 

Bei normalen, d.i. in praxi vorhandenen Insulinpraparaten, ist 
auch, wenn der Trockengehalt sehr verschieden ist, kein Unterschied 
in der Schnelligkeit der Resorption festzustellen. , 

Durch Beimischung von Gummi arabicum lieB sich die Andeutung 


einer Verzégerung erzielen. 


wendung bei Diabetikern rechtfertigen. 





Dies wiirde klinische Versuche zur An- 


(ber Insulinzufuhr auf anderen Wegen als durch subkutane 
oder intravenédse Einspritzung. 


Von 
S. E. de Jongh, Ernst Laqueur und K. Nehring. 


(Aus dem pharmako-therapeutischen Laboratorium 


der Universitat Amsterdam.) 


(Eingegangen am 22, Juli 1925.) 


Von praktischem wie theoretischem Interesse ist es, die Zufiihrungs- 
wege kennenzulernen, auf denen eine Insulinwirkung zu erkennen ist. 

Der etwaige AusschluB bestimmter Wege weist uns zum Teil auf 
die mangelnde Fahigkeit des Insulins hin, durch bestimmte Membranen 
zu dringen, zum Teil auf seine Eigenschaft, auf verschiedenen Schleim- 
hauten unwirksam zu werden, zum Teil laBt dies auch die Vermutung 
auftreten, es kamen vielleicht bei bestimmten Wegen noch irgendwelche 
Hilfsstoffe hinzu (krampfbeférdernde aus der Subcutis) und dergleichen. 
Praktisch ist andererseits die Frage sehr wichtig, ob es nicht doch be- 
quemere Wege gibt und fiir den Patienten angenehmere als die 
subkutane bzw. intravenése Einspritzung. 

Es ist deutlich, daB nach dem Gesagten auch negative Ergebnisse 
ein gewisses Interesse haben, zumal gewissen positiven, irrefiihrenden 
Behauptungen gegeniiber. 

Es ist nicht unsere Absicht, hier die gesamte Literatur zu be- 
sprechen, und wir verweisen darum auf die Monographie des einen von 
uns!) mit Grevenstuk ; wir wollen uns auch hier im wesentlichen auf unsere 
eigenen Erfahrungen beschranken. 

AuBer der subkutanen und intravenésen Zufiihrung ist im Augen- 
blick noch bekannt die intratracheale baw. die pulmonale durch Inhalation 
und die perlinguale. Uber die Zufuhr durch die Luftwege haben wir 
zum Teil in Gemeinschaft mit Grevenstuk®), zum Teil mit Heubner*) 
berichtet. Bei Kaninchen la8t sich durch intratracheale Einspritzung 


1) Grevenstuk und Laqueur, Insulin. Verlag Bergmann 1925; Ergebn. f. 
Physiol. 23. 

2) Klin. Wochenschr. 2, 1273, 1924. 

3) Ebendaselbst 2, 2342, 1924. 
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bei annahernd gleicher Dosis, wie bei subkutaner Injektion deutliche 
Insulinwirkung erzielen, mittels Inhalation mit guten Zerstiubungs- 
apparaten ist dies bei Menschen gegliickt'). Hierbei waren allerdings 
die nétigen Mengen viel gréBer als bei subkutaner Zufuhr, aber woh! 
allein, weil bei der Inhalation nur ein kleiner Teil in den Kérper hinein- 
gelangt. 

Perlinguale Einwirkung ist nach den Untersuchungen von Mendel 
und Mitarbeitern?) aus der Goldscheiderschen Klinik zweifellos ein 
geeigneter Weg, er wird, soweit uns bekannt, auch schon ziemlich 
oft begangen. 

Am meisten hat man natiirlich versucht, ob Zufuhr per os nicht 
Erfolg hat. 

Trotz der vielen positiven Behauptungen glauben wir, daB dies 
mit Mengen, in irgendwie gleichen GréBenordnungen, wie sie bei 
parenteraler Zufuhr angewandt werden, bisher nicht méglich ist. 

Wir benutzten zu unseren Versuchen Jnsulin Neerlandicum Organon. 

1. Insulin in gewéhnlicher Weise in n/100 HCl gelést und mit 
Wasser in den Magen beim gesunden Kaninchen gebracht, gibt erst in 
auBerordentlich hohen Dosen tiberhaupt einen Effekt auf den Blut- 
zucker, und zwar stets Senkungen leichtesten bis mittleren Grades, und 
dann auch keineswegs regelmaBig. Die Krampfgrenze, d.h. eine 
Senkung des Blutzuckers bis auf ungefahr 0,45mg pro Kubikzentimeter, 
oder Krampfe haben wir niemals erreicht. Z. B. bei fiinf Kaninchen, 
die bis 60 Einheiten (urspriingliche = '/, Krampfgrenzdosis) erhalten 
haben, war der niedrigste Blutzuckergehalt 0,80 mg*) pro Kubikzenti- 
meter. 

2. Eine Wirkung von Insulin per os sollte eintreten, wenn es 
zugleich mit Stoffen, welche die Resorption im Magen beférdern, 
gegeben wird. 

a) Mit Alkohol*), Eine Erfahrung an einem pankreaslosen Hunde, 
der taglich 100 Einheiten Insulin in zwei Gaben subkutan bekam und 
mit deutlicher Blutzuckersenkung zu reagieren pflegte, war negativ. 
Unter iibrigens gleichen Verhaltnissen gaben wir ihm seine ganze Tages- 
menge Insulin (5cem) gemischt mit der doppelten Menge Alkohol 
durch den Magenschlauch auf einmal. Der Blutzucker war 3,4 Prom., 
3 Stunden nach der Einverleibung des Insulins 3,6 Prom. 


1) Siltensche Medikamenten Vernebler Driager-Spiess, Sauerstoff- 
Zentrale Berlin NW 6, oder der Hirth-Inhalator der Inhalasan G. m. b. H. 
in Stuttgart. 

2) Klin. Wocherachr. 1, 470, 1924. 

%) In einem Artikel von uns in der Klin. Wochenschr. 2, 2342, 1924 
steht irrtiimlich 0,60 mg. 

*) Winter und Smith, Brit. med. Journ, 1, 12, 1923. 
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b) Insulin zugleich mit CO,-haltenden Getrinken. Kaninchen, die 
seit mehreren Wochen nur mit Milch ernihrt wurden, wobei nach Er- 
fahrungen des einen voh uns') der Magen einige Stunden nach der 
Mahizeit, wie bei Omnivoren, leer wird, hungeiten 24 Stunden und 
erhielten dann je 30 Einheiten zugleich mit 50 ccm Selterwasser. 





Gewicht tes. _Muteocher (Mittelwert aus 2 Bestimmungen) 


8 normal nach 1Std. nach 2Std. nach 3Std. | nach 4Std. | nach 6Std. | nach 8 Std. 





2250 «1,18 1,20 1,14 1,29 0,84 0,91 1,11 
2450 =«1,13 1,13 1,06 110 | 0,92 1,11 1,05 
Mit dem letzten Tiere wurde derselbe Versuch nach 4 Tagen mit 
300! Einheiten wiederholt. 





Blutzucker 
Gewicht _ aslant 


nach nach nach nach nach nach nach 


P normal 1), Std. Std. | 2Std.  3Std. SStd.  7Std. | 24 Std. 


15 2460 1,07 1,32 1,13 1,02 1,07 1,14 1,12 1,08 


Also selbst die 100fach so groBe Menge als sie, subkutan bei- 
gebracht, tiefste Blutzuckersenkung hervorruft, ist bei peroraler 
Zufuhr auch mit CO,-haltendem Wasser nicht imstande, irgend einen 
Effekt auszuiiben. 

3. Insulin in anderer Weise als iiblich bereitet, sollte gut wirken. 
Solche Behauptungen sind bis in die jiingste Zeit immer wieder aufgestellt 
worden. In der letzten Zeit erschien eine Mitteilung von L. C. Maxwell, 
N. R. Blatherwick und W. D. Sansum?). Diese berichten, daB es ihnen 
gelungen sei, aus einer Fraktion bei der Insulingewinnung Insulin zu 
erhalten, das, per os gegeben, wirkt. 


Die Trennung vom gewdéhnlichen Insulin soll darauf beruhen, daBS 
dies aus saurem 80proz. Alkohol durch 4 Vol. absoluten Alkohols nieder- 
geschlagen wird, waihrend das per os wirksame Insulin gelést bleibt und 
durch Abdampfen der alkoholischen Lésung gewonnen werden kann, Nach 
unseren sonstigen Erfahrungen jedoch wird Insulin, wenn es vorher mit 
Kochsalz abgeschieden ist, aus saurem 80proz, Alkohol niemals vollstandig 
durch ebsoluten Alkohol ausgefillt, sondern ein Teil des Insulins bleibt 
immer in Lésung, aus der es erst durch Ather niedergeschlagen werden kann. 


Da nach unseren Erfahrungen Insulin bei einer Extraktion ohne 
Saurezusatz an und fiir sich schlechter in Lésung geht, andererseits 
(s. 0.) es uns sonst nicht gelungen war, per os wirksames Insulin zu 
erhalten, haben wir genannte Vorschrift nachgearbeitet*). 


1) E. Laqueur, Zeitschr. f. physiol. Chem. 84, 109, 1913. 

*) Amer. Journ. of Physiol. 70, 351, 1924. 

*) Wir danken hierbei Herrn Dr. Fritz Laquer von der N. V. Organon 
Oss fiir seine freundliche Mithilfe im wissenschaftlichen Laboratorium 
der genannten Fabrik. 
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10 kg frisches Pankreas werden fein vermahlen, 2 Tage in der Kiihlzelk 
mit 10 Liter 96proz, Alkohol (also ohne Sdure) extrahiert, dann abfiltriert 
und ausgepreBt. Der auf ein py = 3,5 gebrachte LeckpreBsaft wird in 
Vakuum bei 20° bis 25° eingeengt auf etwa | Liter. Vom ausgeschiedenen 
Fett wird abfiltriert, und das Filtrat (Rohextrakt = R) mit 220g Nat 
verrthrt, Nach einigen Stunden wird das ausgeflockte Insulin abgeschépft, 
gut ausgepreBt und in 80proz. Alkohol (py etwa 3,9) gelést. Vom 
ungelésten wird abzentrifugiert, und das Zentrifugat mit 4 Vol. absolute: 
Alkohols gefiallt. Nach Stehen im Eisschrank wird der entstanden 
Niederschlag durch Abzentrifugieren entfernt (= N). Das Zentrifugat, das 
das Insulin per os enthalten soll, wird im Vakuum eingeengt auf 25 ccm, 
und diese Lésung (= O) wird durch Gabe per os an Kaninchen untersucht 


Nachstehend die Versuchsergebnisse : 

Es bedeuten die Reihen ,,ccm“ und ,,Pankreas in g‘*, dab Lésungen 
in Kubikzentimeter gegeben werden, die einer bestimmten Menge des 
Ausgangspankreas entsprechen. 


Versuch 96. 
1. Rohextrakt = R. 





Nr. Gewicht o- 2 Pankreas Blutzucker shen, 
g com g norma! nach 2 Std. nach 4Std 
228 2020 1.0 11,0 — 0,95 1,04 
7 2250 1,0 11,0 — 0,94 0,97 
158 1950 4.6 50,0 — 0,69 1,24 
20 2300 4.6 50.0 — 118 1,26 


Wie zu erwarten, weil ohne Siure angesetzt, ist in diesem Versuch 
praktisch kein Insulin in Lésung gegangen. 


2. Aus Rohextrakt nach obiger Vorschrift aufgearbeitete Lésung 0. 





Nr. Gewicht pan Al Pankreas lt Blutsusker ; 

g ecm g normal nach 2 Std. nach 4 Std 
26 2360 10 400 0,94 1,10 0.89 
29 2180 10 400 1,04 1,09 1,04 
56 1630 2.0 800 1,08 0,98 1,00 
48 2120 2.0 800 1,25 1,16 0,90 


Es 1aéBt sich also bei diesem Versuch, obgleich Lésungen, die aus 
800 g Pankreas hervorgegangen sind, gegeben werden, keine Wirkung 
feststellen. 

Zur Bestatigung dieses negativen Ergebnisses wurde auf dieselbe 
Art noch ein Versuch angesetzt (Versuch 105). 

Dieser Versuch unterscheidet sich, ebenso wie der vorhergehende 
(Versuch 96), von vornherein von Versuchen mit Insulin, die auf ge- 
wohnliche Weise hergestellt sind. Bei Versuch 96 zeigt der Rohextrakt R 
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Versuch 105. 
1. Rohextrakt = R. 





Ne. Gewicht FF Pankreas: on Btutsucher nech 
8 ccm 8 2 Std. 4 Std. 
104 2200 1,2 10,0 1,10 1,05 
197 1880 12 10,0 1,05 0,94 
110 2200 3.0 25.0 0.82 0.59 
199 2450 3,0 25.0 0.91 0.72 
117 1520 6.0 50.0 0,43 0.38 — 
i8 1970 6.0 50.0 0.34 0.38 - 
51 1880 6.0 50.0 0,32 — 2h 21’ 
2. Substanz N (= iibliches Insulin), aus dem 80proz. Alkohol durch 4 Vol, 
absoluten Alkohols niedergeschlagen; Trockensubstanz = 0,500 g. 
2500 05 20.0 0,75 115 - 
1650 05 20.0 0.70 0.7% — 
1750 5 60.0 1,02 1,38 


1! 
1780 li 60.0 0.52 0.91 


3. Aus Rohextrakt aufgearbeitete Lésung O. 

a) per os gegeber 
1920 2,0 400,0 1,23 1,17 
1880 2.0 400.0 1,07 0,93 
2080 4.0 800,0 1,10 0,91 
2100 4.0 800.0 1,18 1,03 
1900 8,0 1600,0 1,16 1,05 


b) subkutan 

eingespritzt 
1850 2.0 100,0 Ih 51’ 
2170 20 100.0 2h 8’ 


mit Mengen, die 50 g Pankreas entsprechen, bei subkutaner Einspritzung 
nicht einmal Blutzuckererniedrigung; bei Versuch 105 gibt der Roh- 
extrakt mit Mengen entsprechend 25 g eine Senkung und mit Mengen 

50g wirkliche Krimpfe. Bei gewéhnlicher Extraktion mit Saure 
wird die ,,Krampfgrenze“ meist durch Mengen, die 2 bis 3 g und weniger 
Pankreas entsprechen, erreicht. 

Das Bisherige (Versuche 96, 1 und 105, 1) bedeutet also nur: Auch 
bei neutraler Extraktion ist etwas Insulin zu erhalten; dies zeigen auch 
die Ergebnisse mit der Substanz N (Versuch 105), daB man namlich 
mit Mengen, die 60g Pankreas entsprechen, Senkungen hervorrufen 
kann. Die Versuche mit O (Versuch 105, 3b) zeigen, daB beim Nieder- 
schlagen mit absolutem Alkohol aus dem wenig Insulin enthaltenden 
Extrakt (2) doch nicht alles Insulin ausgefallt wird, das Filtrat also 
noch etwas Insulinwirkung behalt, so da8 mit Mengen entsprechend 
100 g Pankreas Krinrpfe zu erzielen sind; aber, und das ist die Haupt- 
sache, auch wenn man gréBte Mengen (Versuch 105, 3a), die das 
l6fache der subkutan stark wirksamen Dosis betragen, per os gibt, 
und die 1600 g Pankreas entsprechen, fehlt jede Wirkung. 











386 S. E. de Jongh, E. Laqueur u. K. Nehring: 


Kurz zusammengefaBt, laBt sich sagen, daB es mit der von Maxwell 
usw. propagierten Methode auch nicht gelingt, ein per os wirksames 
Insulin zu erhalten. 

b) Das sogenannte Pansecretin. Pansecretin mit insulinartiger 
Wirkung wurde mit ziemlicher Reklame in die Welt gesetzt und konnte 
sich eine Weile halten. 

Pansecretin ist ein Praparat vom ,,Harrower Laboratory”. Laut 
dem beigefiigten Papier soll es ein Extrakt vom Schwanzteil des 
Pankreas sein, dem man saure Extrakte von der Duodenalschleimhaut 
hinzugefiigt hat'). Es soll per os wirken und die Insulinproduktion 
im kranken Kérper steigern. 

Eine erhéhte Insulinproduktion, kenntlich durch Wirkung auf 
den Blutzucker, ist nicht zu entdecken, denn der Blutzucker bleibt ganz- 
lich unbeeinfluBt. Dies gilt nach unseren Versuchen fiir das Kaninchen 
wie auch nach Versuchen des Rijks-Instituuts voor Pharmaco-thera- 
peutisch Onderzoek') fiir den kranken Menschen; auch war dort von 
therapeutischen Erfolgen, die ja auch auf andere Weise hitten ein- 
treten kénnen, nichts zu merken. Dasselbe hat uns miindlich Prof. 
Snapper auf Grund von Versuchen an der hiesigen Universitatsklinik 
mitgeteilt. 

Bei uns hatte die Eingabe von Pansecretintabletten (in Wasser 
suspendiert, mittels Magenschlauchs bei Kaninchen, die 24 Stunden 
gehungert haben, gegeben) folgende Ergebnisse. 





ee Pansecretin | Normal § Nach 2Std. Nach 4Std. Nach 8Std. Nach 24 Std 
700 1 Tabl. 1,23 1,55 1,37 
1450 1 1,45 141 1,37 
1520 ee 176 | 1,47 2.02 1.54 
1500 a, 1,56 1,37 1,7 1,25 


Also Pansecretin hat auch in sehr hohen Dosen nicht den geringsten 
Einjluf auf den Blutzucker bei der fiir dieses Mittel vorgeschriebenen 
peroralen Zufuhr. 

Der Mangel einer irgendwie in Betracht kommenden Wirkung 
des Insulins per os kann auBer an der mangelnden Resorptions- 
faihigkeit der Schleimhaut an der Zerstérung des Insulins durch 
Fermente oder an dessen Uberfiihrung in unwirksame Produkte liegen. 
Wir versuchten darum, den Magen su umgehen und auch die Pankreas- 
fermente gar nicht bzw. verspitet einwirken zu lassen. 


1) Mededeelingen v. h. Rijks-Instituut v. Pharmaco-therap. Onder- 
zoek, Nr. 7, 1924. 
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a) Insulin in Salolkapseln gegeben bei einem normalen Hunde 
hatte keinen deutlichen EinfluB auf den Blutzucker. 

b) Versuche an den Thiry-Vellafistel. Bei der Operation (Fistel 
am oberen Stiick des Jejunum) half uns Kollege Planelles aus Madrid, 
dem wir gern an dieser Stelle danken. : 


Hund ,,Max“, 15,5 kg, Blutzucker morgens 11 Uhr 10 Minuten niichtern 
0,90 Prom. 11 Uhr 15 Minuten wurden 3,5 cem = 70-Einheiten Insulin mit 
10 cem physiologischer Salzlésung in die Fistel gespritzt. Diese Fliissigkeit 
blieb fast 2 Stunden im Darm. 2 Uhr 15 Minuten war der Blutzuckergehalt 
gesunken bis 0,80 Prom., 4 Uhr 15 Minuten wieder normal 0,94 Prom. 

Zur quantitativen Deutung dieser Insulinwirkung sei hier mitgeteilt, 
daB einige Tage friiher dasselbe Tier mit 10 Einheiten subkutan eine Blut- 
zuckererniedrigung bekam von 0,98 auf 0,82 Prom. 


Bei einem derartigen Hunde wurde einige Male Insulin in die 
Fistel gebracht zusammen mit Fett von hohem Schmelzpunkt. Nur 
einmal beobachteten wir dabei eine deutliche, auBerhalb des Schwellen- 
wertes liegende Blutzuckersenkung (als Schwellenwert nahmen wir 
Unterschiede an von 0,10 Prom.) gegeniiber dem Normalwert: 





































Insulin Normal Nach 2 Std. Nach 4 Std. Nach 6 Std. 











25 E. 0,77 0,72 0,80 0,83 
50 0,99 0,87 0,91 0,84 
50 0,87 0,67 0,78 0,81 















Also fast alle unsere Versuche mit enteraler Zufiihrung hatten im 
wesentlichen ein negatives Ergebnis, jedenfalls in praktischer Hinsicht, 
da man so groBe Mengen (vielleicht 10- bis 50mal mehr als bei subku- 
taner Zufuhr) nicht gern wird geben kénnen oder wollen. 

Neben der stérenden Wirkung der Fermente des Magen-Darm- 
traktus spielt Mangel der Resorbierbarkeit durch die Schleimhaut 
sicher eine Rolle, denn sonst wire wohl eine Wirkung vom Rectum aus, 
das im allgemeinen so gut resorbiert, zu erwarten. 

Auch hier waren die Versuche negativ. 

Mit 20 Einheiten gelang es beim Kaninchen nicht, einen deutlichen 
Effekt zu erzielen. Z. B.: 





















Blutzucker 





Goviehe In das Rectum gebracht — 
g Nach 2 Std. Nach 4 Std. 



















1780 20 Einheiten in Salbe 0,88 Prom. 





0,98 Prom. 








Ahnlich negativ steht es wohl hinsichtlich Resorption per vaginam. 
Auf unseren Wunsch wurden einige Versuche an einer Patientin der 
hiesigen Universitatsklinik vorgenommen, die sehr gut und regelmaBig 
auf Insulin reagierte ; sie verliefen ergebnislos. 
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Da tracheale bzw. pulmonale Zufuhr, wie im Beginn erwahnt, 
positive Resultate haben, wurde auch die Nasenschleimhaut untersucht. 

Wir stellten die Versuche wieder am gesunden Menschen an, dessen 
Schwellenwert wir kannten. Entweder wurde trockenes Insulin durch 
ein glisernes Rohr in die Nase einer niichternen Versuchsperson ge- 
blasen, oder es wurde mittels gummierten Pap‘ers oder Filtrierpapiers 
auf die Nasenscheidewand bzw. auf die untere Muschel geklebt. Bei- 
spiele aus den Versuchsprotokollen: (Wir geben hier absichtlich die 
Originalwerte der Einzelbestimmungen nach Hagedorn-J ensen, weil man 
sich so am besten iiber die Fehler orientieren kann). 

1, Versuchsperson A bekommt 5 Einheiten auf gummiertem Papier. 
Anfangsblutzucker 0,90 und 1,00 Prom. Nach 1 Stunde fallt das Papierchen 
aus der Nase, Blutzucker 0,83 und 0,85 Prom., nach 2 Stunden 0,96 und 


0,91 Prom. 

2. Versuchsperson B, gleiche Versuchsanordnung. Das Papierchen 
blieb wahrend der ganzen Dauer des Versuchs in der Nase. Blutzucker 
normal 0,91 und 0,92 Prom., nach 1 Stunde 1,09 und 1,04 Prom., nach 
2 Stunden 0,92 und 0,94 Prom. 

3. Versuchsperson C, das Papierchen wurde bloB eine Viertelstunde 
in der Nase gehalten. Blutzucker normal 0,94 und 0,94 Prom., nach 1 Stunde 
0,91 und 0,91 Prom., nach 2 Stunden 0,92 Prom. 

2 Tage spiiter wurde der Versuch wiederholt mit 10 Einheiten auf 


Filtrierpapier. 
A. Blutzucker normal 0.93 und 0,94 Prom., nach 1 Stunde 0,82 und 
0,85 Prom., nach 2 Stunden 0,91 und 0,9¢ Prom. Das Papierchen wurde 


4 Stunde gehalten. 
B. Blatzucker normal 0,96 und 0,92 Prom., nach 1 Stunde 0,93 und 


1,02 Prom., nach 2 Stunden 1,30 und 1,25 Prom. Das Papierchen wurde 
lamger als 2 Stunden gehalten. 

Es scheint also hier und da eine schwache Wirkung aufgetreten zu sein. 
Immerhin besteht ein auffallender Unterschied in der Resorptionsfahig- 
keit von der Schleimhaut der Nase und von der der tieferen Luftwege. 

Endlich haben wir noch Versuche mit perkutaner Zufuhr bei 
Kaninchen wie bei Menschen ausgeftthrt. Bei jungen Kindern ist von 
schwedischer Seite’) von Erfolgen berichtet. Mit einer Salbe, welche 
die Haut leicht erweicht, wurde Insulin gemischt. 

Die rasierte Haut eines Kaninchens wurde mit einem 20 Einheiten 
enthaltenden, etwa erbsengroBen Stiick eingerieben. Blutzucker nach 
2 Stunden 1,0 Prom., nach 4 Stunden 0,51 Prom. 

Dieselbe Insulinmenge mit Vaselin eingerieben nach 2 Stunden 
0,97 Prom., nach 4 Stunden 0,93 Prom. 

Beim niichternen Menschen erhielten wir folgende Ergebnisse 
(stets Doppelbestimmungen nach Hagedorn -Jensen). 

Als Beispiel gelte folgende Tabelle. 


') A. Wallgren, Miinch. med. Wochenschr. 1, 10, 1924. 
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: é Blutzucker 
Salbe mit 


Versuchs : 
— Insulin 


person nuchtern nach 2 Std. 


* 
Einheiten Prom. Prom. 


0.90 0.80 
0,94 0.95 
1,04 0,96 


1,02 0,84 
0,94 0,85 


0.94 0.84 
0.97 0.86 
0.91 0.83 


E 15 0,91 0,84 


Bei Versuchsperson C wurde auch einmal Salbe eingerieben ohne Insulin. 
Blutzucker niichtern 0,94, nach 2 Stunden 0,93 Prom. 

Es scheint also tatsichlich méglich zu sein, Insulin auch beim 
Erwachsenen durch die Haut zu treiben. Die klinische Verwendbarkeit 


wird noch untersucht. 
Zusammenfassung. 


Insulin wird an Kaninchen bzw. Menschen gegeben: 

1. Enteral, 2. rektal, 3. vaginal, 4. nasal und 5. perkutan. 

Es werden Mengen angewandt in gleicher GréBenordnung bzw. 
auch héherer, wie sie fiir maximale Wirkung bei subkutaner, intra. 
trachealer oder intravenéser Zufuhr nétig sind. Die Zufiihrungswege 
1 bis 4 erweisen sich véllig oder annaihernd vollkommen ungeeignet, 
da die Wirkung ganz ausblieb oder nur angedeutet auftrat. Dies 
gilt auch fiir 1. (enteral), wenn Insulin gleichzeitig mit Alkohol oder 
mit CO,-haltendem Wasser gegeben wird, oder wenn es nach bestimmten, 
angeblich erfolgversprechenden amerikanischen Methoden hergestellt 
wird. Ebenfalls das sogenannte Pansecretin hat auch in sehr hohen 
Dosen keine Wirkung auf den Blutzucker. Nur in der Thiry-Vella- 
fistel kann Insulin, gleichzeitig mit hochschmelzendem Fett gegeben, 
eine gewisse Wirkung ausiiben. 

Zu 5. (perkutan) laBt sich beim Kaninchen wie auch beim gesunden 
niichternen Menschen ein EinfluB des Insulins nachweisen. Die klinische 
Verwertbarkeit des Verfahrens wird noch untersucht. 








Uber den Glykogengehalt der Leber von Kaninchen 
unter Insulinwirkung, insbesondere nach Erfahrungen mit dem 
abschraubbaren Bauchfenster. 


Von 


A. Grevenstuk und Ernst Laqueur. 


(Aus dem pharmako-therapeutischen Laboratorium 
der Universitat Amsterdam.) 


(Eingegangen am 22. Juli 1925.) 


Fiir die Auffassung der Wirkung des Insulins hat sogleich nach 
seiner Entdeckung und von da ununterbrochen die Frage des Glykogen- 
gehaltes der Leber eine groBe Rolle gespielt. 

So einfach die Frage, so schwierig augenscheinlich die befriedigende 
Antwort, sonst wire die Riesenliteratur dariiber nicht zu verstehen. 
Auch im Augenblick besteht noch keineswegs Einigung, und villig 
entgegengesetzte Meinungen stehen oft unvermittelt nebeneinander. 

Wir wollen diese nur in Form einer kurzen Ubersicht wiedergeben, 
und zwar allein die, welche den EinfluB des Insulins auf den Glykogen- 
gehalt der Leber in vivo behandelt. 

Ganz im Anfang der Insulinforschung hatten die Torontoer 
Forscher folgende Ansicht geiuBert: Bei pankreasdiabetischen Tieren, 
die ihr Glykogen zum gréBten Teil verloren haben, bewirke Insulin 
wieder eine Anhaiufung, wahrend es andererseits in groBen Dosen bei 
normalen Tieren eine Abnahme des Glykogens verursache'). 

Viele haben sich den Kopf zerbrochen tiber den scheinbaren Gegen- 
satz zwischen beiden Befunden; noch verwickelter wurde es, als spater 
auch Angaben auftauchten, daB beim normalen Tiere eine Glykogen- 
vermehrung zu finden sei, wihrend von anderer Seite aufrecht gehalten 
wurde, daB doch eine Abnahme eintrete. Soweit nicht die Methode 
bei der Verarbeitung (welche die Autoren oft gar nicht erwahnen) die 
Differenzen erklirt, mu8 man zunichst nur versuchen, die Befunde 
der verschiedenen Forscher zu ordnen, weil méglicherweise die ver- 
schiedenen Umstiande der Tiere ein differentes Verhalten verstiindlich 
machen. Dabei zeigten sich uns als die zweckmaBigsten ordnenden 
Prinzipien : 


1) Macleod, Vortrag XI. Intern. Physiol.-KongreB, Edinburgh 1923. 
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a) der Ernaihrungszustand im allgemeinen und speziell der direkt 
zur Verfiigung stehende Kohlenhydratvorrat, 

b) die Tierart, . 

c) die Insulindosis, 

d) die Tatsache, ob vor oder nach einem Krampfanfall untersucht 
wurde. 

Als Ergebnis einer solchen Ordnung und zugleich kiirzester Aus- 
druck geben wir eine Tabelle, ahnlich wie wir sie in unserer Monographie 
iiber Insulin') zusammengestellt haben, aber erginzt durch die neueren 
Untersuchungen, deren schon wieder eine ganze Menge sind. 


Tabelle. 


+ hedeutet Zunahme gegeniiber der Norm, Abnahme, = Fehlen 
eines Unterschiedes. 
Leberglykogen. 
Normale, gut ernihrte Tiere. 
Babkin, Brit. Journ. of exper. Pathol. 4, 310, 1923. 
Brugsch, Med. Klin. 8, 1924. 
? Cammidge, Brit. med. Journ. 1, 787, 1923. 
(Kaninchen, groBe Dosen) Carrasco-Formiquera und Puche, C. r. 
Soc. Biol. 92, 813, 1925. 
oder + (Kaninchen, kleine Dosen), Dieselben, ebendaselbst. 
(Maus, Kaninchen) Dudley und Marrian, Biochem. Journ, 17, 435, 
1923. ° 
+ (Maus und Meerschweinchen) Dudley, Laidlaw, Trevan und Boock, 
Journ. of Physiol. 57, XLVII, 1923. 
Gewoéhnlich — Macleod, Vortrag XI. Intern. Physiol.- Kongr., 
Edinburgh 1923. 
Me Cormick und Macleod, Transact. Roy. Soc. Canada. Sect. V, 
63, 1923. 
Nitzescu und Popescu-Inotesti, ©, r. Soc. Biol. 89, 1403, 1923. 
Staub, Klin. Wochenschr. 1670, 1923. 
(Hund, groBe Dosen) Fisher und Lackey, Amer. Journ. Physiol. 
72, 43, 1925. 
Normal hungernd. 
— Brugsch, Med. Klin, 3, 1924. 
— — nach Krampf (Meerschweinchen und Kaninchen) Brugsch, 
Benatt, Horsters und Katz, diese Zeitschr. 147, 117, 1924. 
oder — (Kaninchen) Cori, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 21, 419, 
1924; Bonn, Med. Klin. 1, 327, 1925. 
(Kaninchen, kleine Dosen) Frank, Hartmann, Nothmann, Klin. 
Wochenschr. 1, 1067, 1925. 
(Kaninchen) v. Meyenburg, Schweizer med. Wochenschr. 1924, 
8. 1121. 
- oder -- (Maus), Derselbz, ebendaselbst. 
(Maus) Cori, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 21, 419, 1924. 


1) A. Grevenstuk und E. Laqueur, Insulin. Miinchen, Bergmann, 1925; 
Asher-Spiros Ergebn. d. Physiol. 28, 1925. 
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Normal, eventuell hungernd, + Glucose. 
(Kaninchen) Babkin, Brit. Journ. of exper. Pathol. 4, 310, 1923. 
Brugsch, Med. Klin. 3, 1924. 
(Meerschweinchen, Kaninchen) (héher als ohne Glucose, aber nicht 
héher als bei normalen Tieren ohne Insulin) Brugsch, Benatt, 
Horsters und Katz, diese Zeitschr. 147, 117, 1924. 
(Meerschweinchen) Collazo, Hdndel und Rubino, Deutsch. med. 
Wochenschr. 747, 1924. 
(Kaninchen) (auch bei subnormalem Blut- und Leberzuckergehalt ; 
beim selben Tiere von Zeit zu Zeit verfolgt) Cori, Proc. Soe. 
exper. Biol. a. Med. 21, 417, 1924; Cori, Cori und Pucher, Journ. 
Pharm, a. exper. Ther. 21, 377, 1923; Cori, Pucher und Cori, 
Proc. Soc. exper. Biol. a. Med, 20, 522, 1923. 
wihrend der ersten 3 Stunden aber = Endzustand, Lesser, Die 
innere Sekretion des Pankreas 1924. 
Macleod, Brit. Med. Journ. I, 45, 1924; Vortrag XI. Physiol.-Kongr. 
Edinburgh 1923. 
(meistens) (zu groBe Dosen, Uberreizbarkeit der Muskeln) Mc Cor- 
mick und Macleod, Transact. Roy. Soc. Canada Sect. V, 8. 63, 1923. 


Die Tabelle erméglicht es jedem, der sich naher unterrichten will, 
die Originalliteratur nachzusehen; sie zeigt aber, worauf es uns hier 
ankommt, ohne weiteres in einer augenscheinlich bedeutsamen Frage 
die weitgehende Uneinigkeit; sie ist auch nicht durch eine bestimmte 
Ordnung der Versuche zu iiberbriicken, sondern sie bleibt auch zwischen 
den Ergebnissen anscheinend gleicher Versuche bestehen. 

Wen unsere Ansicht tiber die einzelnen Versuche naher interessiert, 
kann dies in der angefiihrten Monographie finden. Wir wollen uns 
diesbeziiglich nicht wiederholen, nur eins: 

Fast alle Autoren haben sich damit begniigt, eine — meist nur 
sehr beschrinkte — Zahl von insulinvergifteten Tiere zu téten, in 
ihren Organen den Glykogengehalt zu bestimmen, dann den Mittelwert 
zu berechnen und diesen zu vergleichen mit dem Wert, genommen 
von gleich behandelten, aber nicht mit Insulin eingespritzten Kontroll- 
tieren. Das Unbefriedigende dieser Methode liegt darin, daB die 
spontanen Schwankungen des Glykogengehaltes auch bei ganz gleich- 
maBiger diatetischer Vorbehandlung der Tiere so groB sind, daB man 
eine auBerordentlich groBe Zahl von Versuchstieren verwenden miBte, 
um diese Differenzen wirklich auszuschalten. 


So finden wir z. B. in unseren eigenen Versuchen (s. auch nachstehende 
Tabellen) bei gleicher Vorbehandlung der Tiere auBerordentliche Unterschiede : 
so z. B. in Tabelle B bei Kaninchen 9a einen Leberglykogengehalt von 
1,08 Proz., bei Kaninchen 12 6,93 Proz.!!  Analysenfehler sind aus- 
geschlossen, da immer Doppelbestimmungen vorlagen und die Unter- 
schiede stets schon im Anfang (kleiner oder’groBer Niederschlag mit KOH) 
ohne weiteres ins Auge fallen. 
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Sehr willkommen war deshalb die von Cori') angegebene Methode, 
die gestattet, an einem und demselben Tiere den Glykogengehalt der 
Leber von Zeit zu Zeit’ zu verfolgen. 

Hierzu wird dem Kaninchen ein abschraubbares Bauchfenster ein- 
gesetzt. Es ist das ein mit Schraubdeckel versehener Metallring, der 
nach Abtragen des Schwertfortsatzes in einen medianen Schlitz der 
Bauchdecken eingenaht wird. Die Tiere bleiben damit tagelang am 
Leben und verhalten sich, wenn sie aus der Operationsnarkose erwacht 
sind, anscheinend ganz normal. Wenn fiir zutreffende Abdichtung 
gesorgt wird, tritt jedenfalls in der ersten Woche keine Peritonitis auf ; 
davon haben wir uns mehrmals durch bakteriologische und in 
allen unseren Fallen durch pathologisch-anatomische, Kontrolle iiber- 
zeugt. Durch Abschrauben des Metalldeckels bekommt man die 
Leber unmittelbar zu Gesicht, und es ist nun merkwiirdigerweise 
méglich, den Tieren ohne Narkose von Zeit zu Zeit Leberstiickchen 
zu entnehmen, anscheinend ohne Schmerzen zu verursachen. Auch 
fehlt in der Mehrzahl der Fille eine starkere Blutung. Nachdem wir 
im Beginn mit dem Thermocauter, mit heiBer Schere, mit Penghawar 
Djambi gearbeitet haben, ohne damit doch gelegentlich Blutung zu ver- 
meiden, haben wir spater nur méglichst schnell das Stiick abgeschnitten 
und nach Einlage von steriler Gaze das Fenster schnell wieder ge- 
schlossen. 

Die Methode hat also zweifellos groBe Vorteile. Die Corischen 
Befunde einer Glykogenvermehrung unter EinfluB des Insulins schienen 
darum beweisend, und das auch, obwohl die Versuchsanordnung etwas 
uniibersichtlich ist (zwei- bis dreimalige Insulineinspritzung und Ver- 
abreichung wechselnder Mengen Glucose wihrend jedes einzelnen 
Versuchs). 

Leider vermindert aber genaueres Zusehen auBerordentlich die 
Beweiskraft der Behauptungen Coris. Sechs Versuche wurden mit 
Insulin und Glucose angestellt, und in allen ergab sich eine Zunahme 
des Glykogens. 

Wie wurde aber dieses Glykogen bestimmt? Dadurch, daB in den 
Leberstiickchen einfach die Differenz bestimmt wurde zwischen freiem 
Leberzucker einerseits und dem nach Hydrolyse mit verdiinnter Salzsaure 
ermittelten, auf Zucker umg:2rechneten Reduktionswert andererseits. 

Auch wenn man annimmt, da8 diese Mehrreduktion vollstandig von 
abgespaltenen Kohlenhydraten herriihrt, ist es doch nicht ohne weiteres 
zulissig, dies nur auf Glykogen zu beziehen®). Das gilt um so mehr, 


‘) Cori, Cori und Pucher, Journ. of Pharm: and exper. Ther. 21, 377, 
1923 


2) Siehe Anmerkung am SchluB der Arbeit, S. 402. 
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als gerade in den letzten Jahren die physiologische Bedeutung anderer 
Glucosekombinationen immer deutlicher zutage getreten ist. Wir 
erinnern hier nur an das Lactacidogen oder besser gesagt an die lacta- 
cidogenartigen Verbindungen, weiter an die verschiedenen Zucker- 
isomeren und Polymeren (y-Glucose, Neoglucose, Dextrine und andere), 
den ,,Eiweifzucker“ oder den ,,sucre virtuel‘ und vielleicht noch eine 
ganze Menge mehr, auf deren Bestehen eine Reihe von jetzt noch un- 
sammenhangenden Beobachtungen hinweist, die aber leider trotz 
ihrer zweifellos groBen Wichtigkeit im Kohlenhydrathaushalt des 
Organismus noch ungeniigend erforscht sind (s. auch das SchluBkapitel 
unserer Monographie). 

Die Wichtigkeit der Frage des Glykogengehalts der Leber nach 
Insulinzufuhr hat uns veranlaBt, die Corischen Versuche nach den- 
selben Prinzipien aber mit verdnderter Methodik nachzupriifen. 

Die Operationstechnik war genau dieselbe, wie die vom Autor 
beschriebene. 3 bis 6 Tage nach der Operation, als die Kaninchen sich 
bei reichlicher Fiitterung vollkommen erholt hatten, wurde der Versuch 
vorgenommen. In einer Reihe von Fillen konnten die Tiere bis zum 
Versuch essen, in einer anderen nur bis 18 bis 24 Stunden vorher, und 
von diesen Tieren bekam ein Teil den Abend vorher 15 bis 20 g Glucose 
mittels Schlundsonde. Es wurde bestimmt: Kérpergewicht, Kérper- 
temperatur, Blutzuckergehalt und Leberglykogen, letzteres nach der 
Methode von Goldfederové') aus dem Laufbergerschen Laboratorium. 
Es wird hierbei nach dem Piliigerschen Prinzip gearbeitet, aber man 
braucht nur Mengen von 0,8 bis 2g Gewebe. 

Frl. Dr. Dingemanse in unserem Laboratorium hat erst eine Reihe 
von Kontrollbestimmungen vorgenommen, die wir ihren Protokollen 
entnehmen, da man so am besten die Fehlergrenze itibersieht. 

Benutzt wird zu den Kontrollversuchen Glykogen (Br) (Brocades und 
Stheeman). 

a) Aus der nach Hydrolyse entstandenen Glucose berechnet, enthielt 
das Glykogen 84,4 Proz. trockenes Glykogen; ferner waren darin 11,1 Proz. 
Aq.; 2,2 Proz. Asche und (nach Stickstoff berechnet) 2,03 Proz. Eiwei8, zu- 
sammen 99,73 Proz. 

b) 1g Glykogen (Br), nach Goldfederovad bestimmt, gibt 0,91 g Glucose, 
mittels Faktor 0,927 umgerechnet 84,35 Proz. 

c) 2g Meerschweinchenleber 0,0685g Glykogen = 3,42 Proz. 2¢ 
Meerschweinchenleber 0,0620 g Glykogen = 3,10 Proz., Mittel also 3,26 Proz. 

d) Zu je 2g Leber (dieselbe wie in c) werden je 0,100 g Glykogen zu- 
gesetzt. 

Gefunden 0,152 bzw. 0,148g Glykogen, hiervon abgezogen 0,0844 
zugefiigtes ,,reines‘‘ Glykogen bleibt 0,0676 bzw. 0,0636, im Mittel 0,0656 
= 3,28 Proz. 


1) Goldjederova in Laufberger, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 42, 601, 
1924. 
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e) Um nachzugehen, ob bzw. wieweit die verschiedenen Stiicke einer 
Leber sich im Glykogengehalt unterscheiden, untersuchten wir acht Stiicke 
einer Leber eines normal, genihrten Kaninchens. 





___ Aus rechtem Lappen _ Aus linkem Lappen 
8 Proz 8 Proz. 


3,20 0,25 278 0,20 
re oa 0,26 Proz. os an 0.21 Proz. 
3,27 0,25 3,14 0,23 

Wir haben gegeniiber der urspriinglichen Methode die Leberstiicke 
sofort in tarierte Zentrifugenglaser eingewogen und dann kochende 60proz. 
Kalilauge dazugegossen, um méglichst jede postmortale Verainderung zu 
vermeiden, und haben die Zentrifugengliser bei der Kaninchenleber lieber 
2 bis 3 Stunden statt 30 bis 45 Minuten, wie es Goldfederovd fiir die Meer- 
schweinchenleber angibt, im kochenden Wasserbade gehalten. 

Die Blutzuckerbestimmungen wurden in triplo nach Hagedorn- 
Jensen in der Modifikation von Dresel und Rothmann, die Glykogen- 
bestimmungen in duplo ausgefiihrt. 

Um irgeadwe!che Schliisse auf den etwaigen EinfluB von Insulin 
ziehen zu kénnen, muB man das Verhalten des Leberglykogens am 
unbehandelten Tiere kennen, wir stellten darum eine fast ebenso grobe 
Zah! von Normalversuchen an und versuchten weiter, an demselben 
Tiere Leberstiickchen in einer Normal- und einer Insulinperiode zu 
analysieren. 

Es zeigte sich, daB dieses letzte Verfahren vorlaufig nicht geeignet 
ist. Theoretisch ist es wohl gut gedacht, um den intraindividuellen 
Faktor auszuschliefen, aber praktisch ist die gerade hierbei gewiinschte 
Konstanz nicht zu erzielen; der erste Eingriff, die wiederholte Leber- 
entnahme, verinderte das Tier doch, so daB man es beim zweiten 
Eingriff in geainderten Umstanden findet. Méglich, daB, wenn man 
gréBere Zwischenriume zwischen die beiden Versuchstage legt (mehr 
als vier, wie wir getan), bessere Ergebnisse erhalten werden. 

DaB eine gute Erholung eintreten kann, dafiir sei nur eine Zahl an- 
gefiihrt. Kaninchen 9 ist zunichst bei einem Insulinversuch viermal Leber 
entnommen, es hat dabei Krimpfe gehabt, darum subkutan Glucose be- 
kommen; bei der letzten Abnahme ist 1,46proz. Glykogen in der Leber. 
Nach 4 Tagen wurde es wieder benutzt, es begann bei der ersten Leber- 
abnahme mit 2,54proz. Glykogen. 

Wir geben unsere Versuche in Form von zwei Tabellen. Die 
Tabelle A enthalt die Kontrollversuche ohne Insulin, Tabelle B die 
mit Insulin. 

Die neben den Versuchsnummern stehenden Indizes a bzw. b be- 
deuten, daB am gleichen Tiere erst der bei a beschriebene Versuch, nach 
einigen Tagen der bei b behandelte ausgefiihrt wurde. Die Tabellen 
sind ohne weiteres verstandlich. 
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Gewicht || Gewicht Beginn Nach + = Nach + 4Stdn. Nach + 6Stdn:; “# 
Nr. bei beim = Biut- Glys | Blute | Glye | Blute Gly-  Blute | Glys Blut 
Operation Versuch zucker kogen zucker kogen zucker kogen zucker/ kogen zucker {,, 
Prom. Proz. Prom. Proz. Prom. Proz Prom. | Proz Pr 
Mach 1! Std 
2 3600 3200 151 144 3.16 O55 264 0? 147 0.66 13 
l4a_ 1950 1750 137 010 41,71 | 023 150 O18 1,29 0.08 
17 2000 1800 «61,34 062 092 020 1,68 O27 263 O14 
20 2500 2100) «1 Al | O16 
nav 
4a 3650 0.97 145 1,04 139 1,17 156) 1,05) L772) 1,33 
5 2750 -— 128 O91 
6 2150 125 182 144 182) 1,71 1,57 | 1,57 | 13 
7 720 118 146 1,16 165 | 2,69 O41 
9b 2320 2250 «21,39 254 204 1,78) 3,01 | 055 
0b, 2650 128 OSS 132 062 052 Oo 
lla’ 1900 1750 | 125 O88 125 098 124 OS4 107 0,78 
3. | 3820 11] O70 165 0,17 
13b 2300 — |106! 0 
18 2520 1900 — 0,14 0,02 
Tal 
Gewicht (Gewicht | mi: Nach 0 oes 4Stdn. | Nach +6Stdn. *“* Zeit 
Nr. bei = beim == Blut» | Glye || Blute Gly lute | Glys | Blute Gly — Blut- 
Operation Versuch zucker kogen | zucker kogen zucker kogen zucker kogen zucker kog 
Prom.  Proz. Prom. Proz. Prom. Proz. | Prom. Proz. Prom 
14b 1950 1550 100 008 054 Ol — 0.07 
15 2470 2010 1,92 030 1,04 622 121 O21 058 0,07 
16 2530 2100 O88 044 0,46 0.29 0,69 O22 4115 O18 
19 2800 2450 0,700) 048 0,36 0.27 093 O17 164 006 
4b 3650 3300 1,06 148 1,04 0,75 1,27 0.68 
8 2520 — 110 118 098 181 152 057 
9a 2320 — |118 108 0,23 198 0,63") 206 054 1,46 
10a 2650 2450 1,46 126 0,61 054 050 050 048 0,18 
lib 1900 —_ 115 059 0,56 047 039 O46 032 O81 
12 | 2130 — 162 693 057 598 046 4,77 054 444 
nach 6' »» 
] 2650 1950 138 056 0,68 037 048 090 049 O54 062 © 
13a 2300 — O85 O34 0,23 037 016 O27 034 0,07 
21 1880 1520 1,23 22 (1-80) os 
22 2300 «1710 142 0.98 “FAS 9.09 3,49 0,08 3,03 0,06 
23 2350-1900 1,37 027 (129) O77 141 1,18 1,61 1,20 
24 «-2300~—s—«édF0s«:109s O18 (38) 0,16 1,03 028 1,23 0,8 


1) Eine Einheit = '/,; Krampfgrenzdosis. — 2) 21/, Stunden nach der Insulininjektion Kramp! 
Stunde nach der Insulininjektion an. — *) Die Tiere 21 u. 22 haben vielleicht 2 Tage etwas Heu erhaltes 








Ho 
0 
38.9 


mot) 





38,2 
38.0 
39.1 
39.1 


39.0 
39.9 
39,2 
39.3 
38.7 


38,8 


Cc 





Glykogengehalt der Leber unter Insulinwirkung. 





K6rpertemperatur 


Nach 
2 

Stdn 

39.6 


o- 
oi, 


39.0 


Nach 
4 
Stdn. 
39.3 


38,1 
36,3 


39,2 
37,8 


35,6 


38,2 38,2 


37,4 36.9 
35.8 34,2 


38,4 38,3 


"Nach Ernahrungszustand 
s 


Stdn 


18 Stunden hungernd 

24 a - 

24 - - 

24 a a 
Am vorigen Abend 
20 g Glukose per os 
20 
15. 
20. 
20 
20 
20 


| Bis zum Versuch 
| gut genahrt 


Anmerkungen 
Zeit in Stunden 


nach der 
ersten Leberentnahme 


Uberlebt 


Stirbt (> 7h < 24h) 


Stirbt (5') 


Uberlebt 
Stirbt (1h 15’ 

~ (7h 20’) 

‘ (>2b 15’) 

° (4h 45’) 

” (3h 18’) 

Uberlebt 


Stirbt (2h 30’) 
» (5’) 
(3b 5’) 


- 





Korpertemperatur 


Nach 
> 
Stdn. 


Nach 
4 


Nach 
6 


Stdn. Stdn. 


38.9 
37.0 
39,1 


37,9 
37,5 
36,4 


36,5 
35,6 
36,6 


Dosi 
Nach Ernahrungszustand 
8 


Stdn. 


heiten 


24 Stunden hungernd 

24 - - 

24 ” 

24 ” 

Am vorigen Abend 

20 g Glukose per os 
20 
20 
20 
20 
20 
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+ 
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+ 
Uberlebt 
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37,0 37,0 1 (23) 4) oO] (6h) 


36,5 36,0 365 in 0,1 Uberlebt 


37,5 | 37,5 | 37,5 | 35,5  —- a 0,1 | Stirbt (+9< 23h) 


tauf 20ccm 20 proz. Glukoselésung subkutan. — *) Die Zahlen in Klammerm geben den Blutzucker eine 
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Wir benutzten drei verschiedene Versuchsanordnungen: eine 
Gruppe blieb 18 bis 24 Stunden ganz ohne Nahrung, die andere 
ebenso, erhielt jedoch den Abend vorher 20g Glucose per os, und 
die dritte, die normale, durfte bis zum Versuch essen. Die Zahl der 
Versuche der einzelnen Gruppen ist nicht groB genug, um besondere 
Schliisse zu rechtfertigen, wir besprechen sie darum am_ besten 
zusammen. 


Was den Anfangsglykogengehalt betrifft, so ist zwischen dem der 
Tiere, die kurze Zeit hungerten und dem der normalen kein Unterschied ; 
dagegen zeigen die Tiere, die etwa 16 Stunden vorher Glucose erhalten 
haben, einen héheren Gehalt. Unter Beriicksichtigung der Anfangs- 
werte der Tiere von Tabelle B, die also vor der Insulineinspritzung 
unter genau den gleichen Umstinden, wie die entsprechenden Tiere 
der Tabelle A waren, erhalten wir fiir die (4) normalen Tiere 0,43 Proz.; 
fiir (7) 18 bis 24 Stunden hungernden 0,50 Proz.; fiir (9) mit Glucose- 
gabe 1,89 Proz. bzw. unter Weglassung des besonders hohen Gehalts 
bei einem einzelnen Tiere 1,25 Proz. 

Halten wir uns zunachst nur an Tabelle A, so kann man sagen, dab 
unter EinfluB des angeblich unschuldigen Eingriffs der Leberentnahme 
(die in Riickenlage aufgebundenen Tiere liegen waihrenddessen ruhig 
da und schreien, ja bewegen sich nur selten) der Organismus doch 
wohl in verschiedenen Fallen starker betroffen wird. Der Blutzucker 
steigt in den meisten Fallen, gelegentlich auch bis zu hohen Werten. 
Dies tritt allerdings auch sonst bei Kaninchen auf, und zwar bei sicher 
unschuldigen MaBnahmen (Aufbinden auf den Riicken, intravendése 
Injektion und dergleichen). 

Was nun die Hauptsache ist, das Glykogen zeigt die Tendenz zu 
sinken. Die Abnahme ist nicht ganz regelmabig, denn es findet sich 
einmal nach 2 Stunden, ein anderes Mal nach 4 und 6 Stunden eine 
leichte, fast noch innerhalb der Fehlergrenzen liegende Zunahme. Im 
Mittel der elf Versuche ist aber die Abnahme nicht zweifelhaft, namlich 
von einem Durchschnittsgehalt von 1,09 Proz. auf 0,85 Proz. in 2 Stunden 
nach der ersten Abnahme. Beriicksichtigt man nur dieselben fiinf Ver- 
suche, wo viermal Leber entnommen wurde, so sinkt der Gehalt von 
0,97 Proz. auf 0,83 Proz. in 2, auf 0,88 Proz. in 4, auf 0,78 Proz. in 
6 Stunden. 


Wir kénnen nicht mit Bestimmtheit erkliren, daB diese Abnahme 
ein véllig physiologischer Vorgang ist, d.h. daB cin Kaninchen auch 
ohne jeden Eingriff, nur ohne Futter gelassen, auch sogleich an Glykogen 
verliert. Bei lingerem Fasten ist dies ja sicher, und darum ist es nicht 
unwahrscheinlich, daB die Abnahme sogleich beginnt. Wie gesagt, ist dies 
nicht zu entscheiden, weil die Leberentnahme doch nicht so harmlos 
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ist. In einzelnen Fillen sinkt die Temperatur schon nach der zweiten 
Leberentnahme, und einige Male stirbt das Tier auch schnell. 

In einzelnen Fallen sickert im Laufe des Versuchstages doch noch 
so viel Blut aus der Leberwunde in die Bauchhdéhle, dab die Tiere einen 
erheblichen Blutverlust erleiden. Aber auch ohne dies, sogar wenn 
keine Spur von Blutung besteht, kénnen die Tiere nach den Entnahmen 
mehr und mehr kollabieren und liegen elend darnieder, bis unbemerkt 
der Tod eintritt. In der Zeit zwischen Operation und Leberentnahme 
haben simtliche Tiere an Gewicht verloren. Man muB also zusammen- 
fassend wohl sagen, daf die theoretisch so schéne Methode in der 
Praxis doch Nachteile hat und, was uns hier am meisten interessiert, 
weder den Blutzuckergehalt noch den Glykogenbestand mit Sicherheit 
intakt laBt. Trotzdem ist dadurch nicht gesagt, daB die Methode nicht 
doch gute Ergebnisse liefern kann. Aber als solche sind nur die an- 
zuerkennen, die an Tieren gewonnen sind, die wenig allgemeine Ver- 
anderungen zeigen und ferner einen Vergleich mit — abgesehen von der 
Insulininjektion — gleich behandelten Kontrollen gestatten. 

Sehen wir uns unter diesem Gesichtspunkt Tabelle B an. Die 
Anordnung ist die gleiche wie bei Tabelle A. AuBer den dort genannten 
drei Gruppen von Tieren ist noch eine vierte, wo die Tiere 1 bis 3 bzw. 
4 Tage gehungert haben. Nur diese Gruppe erhielt niedrige, alle anderen 
hohe Insulindosen. 

Wir benutzten Jnsulin Neerlandicum Organon. 

Insulin iibt in relativ hohen Dosen (3 bis 9 Einheiten) regelmabig 
eine Wirkung aus, zu erkennen am Sinken des Blutzuckers. Die Senkung 
ist aber geringer als sonst bei gewéhnlichen Kaninchen. Es treten 
auch nur ein einziges Mal Krampfe auf. Diese augenscheinlich 
schwachere Wirkung des Insulins, schwacher als sie bei normalen 
Kaninchen auftritt, ist ganz entsprechend der Erhéhung des Blut- 
zuckers durch den Eingriff des Aufbindens, der Leberentnahme und 
dergleichen, wie wir sie an den unbehandelten Tieren gesehen (Tabelle A) ; 
d.h. das Insulin hat in diesem Falle einen ihm entgegengesetzten Ein- 
fluB zu tiberwinden. 

Das Glykogen sinkt fast stets auBer in zwei Versuchen, wo einmal 
nach 4 Stunden (Nr. 1), einmal nach 2 Stunden eine auBerhalb der 
Fehlergrenzen liegende Zunahme festgestellt ist (Nr. 9a). 

Die Zunahme bleibt nach 4 Stunden auch bestehen, nachdem das 
Tier wegen Krimpfen 20 ccm 20proz. Glucose subkutan erhalten hat; 
nach 6 Stunden ist das Glykogen wieder gesunken, obwoh! als Zeichen 
der noch bestehenden Insulinwirkung der Blutzucker niedrig ist. 

Bei den Tieren, die augenscheinlich durch den Eingriff der Leber- 
entnahme sterben, sinkt der Glykogengehalt sub finem sehr stark, und 
auch die Temperatur wird recht niedrig. Auffallend ist, dab in einem 
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Falle kurz vor dem Tode der Blutzucker wieder recht hoch wird, e: 
steigt bis 1,64 Proz., waihrend das Glykogen gleichzeitig annahernd 
schwindet; es ist, als ob der Kérper die letzten Reste Zucker in den 
Kreislauf zu bringen sucht. 

Das Schwinden des Glykogens beruht aber wohl nicht nur auf 
dem Eingriff, sondern geschieht wahrscheinlich, wie schon oben aus 
einandergesetzt, physiologischerweise; dies wird aber — und darauf 
kommt es hier an — durch die groBen Dosen Insulin nicht aufgehalten 
oder etwa gar ins Gegenteil verkehrt. Denn auch in den beiden einzigen 
Fallen, wo wir eine Zunahme des Glykogens festgestellt haben, geht 
diese wieder schnell zuriick, ja wird in einem Falle (Nr. 1) fast zum 
vélligen Verlust, wahrend der Blutzucker als Zeichen der noch be- 
stehenden Insulinwirkung niedrig ist. 

Das gleiche ist oben bei Versuch 9a erwahnt. Und beide Versuche 
betreffen Tiere, die iiberleben bzw. bei Wohlbefinden getétet sind. - 

Der Vergleich der Insulintiere mit den Kontrollen (Tabelle A) 
zeigt, daB die durchschnittliche Abnahme des Glykogens bei den 
Insulintieren gréBer ist. Die Zahlen fiir die Normaltiere setzen wir in 
Klammern und erhalten: im Anfang 1,24 (1,09), nach 2 Stunden 0,97 
(0,85), nach 4 Stunden 0,80 (0,67), nach 6 Stunden 0,19 (0,52). 

Wenn wir uns aber nur auf den Vergleich der Tiere beschranken, 
die den Eingriff tiberleben und auch normale Temperatur behalten 
haben, so ergibt sich Tabelle C. 

Tabelle C. 





4 Kontrolltiere = K 


i‘ 25 Ss 6S 
5 Insulintiere = I!) Anfang Stunden 4 Stunden Stunden 


0,97 || 0,77 (— 21 Proz.) 0,79 (— 19 Proz.) 0,80 (— 18 Proz.) 


Glykogen Proz K 
yXOS * 1 1,91 | 1,50 (— 21 Proz.) 1,33 (— 31 Proz.) 1,06 (— 44 Proz.) 
K 1,02 1,43 1,39 1,22 
Blutzucker Prom. | 124 0.51 046 0:59 
Temperatur Grad = || 388 || 383 38,5 38,4 
al rac’ | || 38,7 || 38,3 38.0 38,0 


Die in Klammern beigefiigten Zahien in der Glykogenreihe geben 
die prozentische Anderung gegeniiber den Anfangswerten. 

Wir sind nach diesen Versuchen nicht imstande, einen gesetz. 
maBigen EinfluB des Insulins auf den Glykogengehalt der Leber zu er- 
kennen, wenigstens nicht in Dosen, die den Blutzucker stark herabsetzen 
Wenn iiberhaupt ein EinfluB nachzuweisen ist, dann héchstens der, dali 
die Abnahme vielleicht noch etwas stirker wird, wenn die Tiere keine 
Nahrung wihrend der Versuchsdauer, also bis zu 6 Stunden, erhalten. 
Keineswegs aber sprechen die Versuche fiir eine Bildung von Glykogen 


1) Ohne Nr. 9a, weil das Tier Krampfe hatte und wahrend des Ver- 
suches Glucose erhielt. 
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Wir haben nicht den Eindruck, daB der Anfangsgehalt des Glykogens 
eine Rolle spielt, und daher wird es auch keinen groBen Unterschied 
machen, ob die Tiere bis zum Versuch schon 18 bis 24 Stunden ge- 
hungert haben oder bis dahin fressen bzw. statt der Nahrung am Abend 
vorher 20g Glucose erhalten. 

Die Corischen'), oft zitierten, grundsitzlich wunderschénen Ver- 
suche als Beweis einer Glykogenbildung nach Einspritzung groBer 
Dosen Insulin anzusehen, ist uns schon aus den oben erwihnten 
methodischen Griinden nicht méglich. Aber auch, wenn die von ihm 
festgestellte verstarkte Reduktion (nach Hydrolyse der Leber) auf 
Glykogen zu beziehen ist, beweisen die Versuche nur, daB aus Glucose 
Glykogen entstehen kann, auch in Gegenwart von Insulin, denn diese 
Glykogenbildung wurde nur festgestellt nach Eingabe von Glucose 
ynmittelbar vor oder nach der Einspritzung von Insulin, und bei diesen 
Versuchen wurde nur einmal festgestellf, daB die Glykogenbildung 
héher ist, wenn Insulin dabei ist, als wenn es fehlt. Im ganzen sind es 
iiberhaupt nur wenige Versuche, die mit Kontrollen zu vergleichen 
sind; und gerade auf die Differenz von normalen und Insulintieren 
kann es doch allein ankommen. 

So viel iber die groBen, den Blutzucker deutlich beeinflussenden Dosen. 

Uber kleine Dosen ist unseres Wissens nach nur eine vorliufige 
Mitteilung von Frank, Hartmann, Nothmann®) erschienen. Danach 
soll der Glykogengehalt von Kaninchen, die 1%, bis 6 Tage hungern, 
héher werden wenn sie kleine Dosen ('/,, Einheiten pro Kilogramm) 
erhalten. Es fehlen leider noch nahere Angaben iiber die Technik, 
d.h. unter anderem, wie lange nach der Einspritzung die Tiere getétet 
sind. Unsere bisherigen Versuche mit kleinen Dosen weisen in dieselbe 
Richtung, denn die beiden Tiere, die 4 Tage gehungert haben und 
1 9 Einheit erhalten, zeigen beide, namentlich das Tier, das den Eingriff 
gut iiberlebt, eine deutliche Zunahme, die allmahlich im Laufe der 
6 Stunden nach der Einspritzung starker wird. Sollten weitere 
Versuche in derselben Weise ausgehen, dann wire wohl vieles von 
den gegenstreitigen Meinungen durch die von Frank, Hartmann und 
Nothmann zuerst angewandte Technik, Gebrauch kleiner Dosen, erklirt. 


Zusammenfassung. 

1. Aus der umfangreichen Literatur iiber das Verhalten des 
Glykogens der Leber des gesunden Tieres nach Insulin lassen sich keine 
eindeutigen Ergebnisse ableiten. 

Der fast stets benutzte Vergleich zwischen verschiedenen 
Individuen, von denen ein Teil Insulin, ein anderer keines erhielt, hat 


1) Jie. 
2) Frank, Hartmann, Nothmann, Klin. Wochenschr. 1, 1067, 1925. 
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bedeutende Fehlerquellen, da der Gehalt an Glykogen bei Individuen 
die unter gleichen Umstinden gehalten werden, auBerordentlich ver- 
schieden ist. 

Die Versuche von Cori und Mitarbeitern am abschraubbaren Bauch 
fenster stellten demgegeniiber einen bedeutenden Fortschritt dar, indem 
diese Methode den Vergleich des Glykogengehalts derselben Leber zu 
verschiedenen Zeitpunkten gestattete'). 

2. Eine Benutzung dieser Methode in 30 Versuchen an 20 ver- 
schiedenen Tieren zeigt, daB auch hier die Fehlerquellen betrachtlich 
sind, weil der Eingriff, die wiederholte Entnahme von Leberstiicken, in 
verschiedenen Fillen nicht ohne Alteration des Tieres verliuft (sie ist 
zu erkennen an Mattigkeit, Schlappheit bis zum Kollaps, Blutzucker- 
steigerung, Temperatursenkung und Tod). Andererseits bleibt abe: 
eine Reihe von Fallen, bei denen erstaunlicherweise stiickweise Ent- 
nahme der Leber anscheinend ohne jede Reaktion verlauft. 

3. Unter geniigender Beriicksichtigung der Kontrollen ergibt sici, 
daB bei den Dosen, die einen erheblichen EinfluB auf den Blutzucke: 
haben, von einem Einflu8B des Insulins auf den Glykogengehalt nicht 
die Rede ist. Es sind 1 Tag hungernde Tiere gebraucht, sdlche, die 
ebenfalls hungerten aber an dem Abend vorher 20 g Glucose mit der 
Schlundsonde erhielten und solche, die bis zum Augenblick des Ver- 
suchs essen konnten. Bei 12 Versuchen mit Einspritzung hoher Insulin - 
dosen, wobei aber nur einmal Krampf auftrat, ist nur zweimal eine 
auBerhalb der Fehlergrenze liegende Zunahme des Glykogens fest- 
gestellt, wihrend sonst im Gegenteil das Glykogen abnahm. 

Werden ausschlieBlich die Tiere verglichen, die den Eingriff der 
Leberentnahme iiberleben und durch Konstanz der Temperatur die 
relativ geringe Beeinflussung zeigen, so ist der mittlere Abfall des 
Glykogens bei den Insulintieren starker als bei den Kontrollen. 

4. Bei kleinsten Dosen, die keinen EinfluB auf den Blutzucker 
ausiiben, ist zweimal, und zwar bei den Tieren, die 4 Tage ge- 
hungert haben, eine Vermehrung festgestellt. Diesen Befunden sol! 
besonders nach der Mitteilung von Frank, Hartmann und Nothmann, 
die zuerst auf die Bedeutung der kleinen Dosen in dieser Frage hin- 
gewiesen haben, noch genauer nachgegangen werden, da sie geeignet 
sind, die Kontroversen auf diesem Gebiet zu verringern. 


1) Anmerkung bei der Revision: Leider ist uns durch einen Zufall erst 
jetzt eine neue Arbeit von Cori (Journ. Path. u. exper. Ther. 25, |, 
1925) vor Augen gekommen, worin Cori seine friiheren Befunde erganzt 
und auch die von uns kritisierte Methode der Glykogenbestimmung 
kontrolliert hat; darin steht auch der fiir unsere Frage wichtige Befund 
der Glykogenbildung durch Insulin in der Leber von _ phlorrhizin- 
vergifteten, wie auch von pankreaslosen Tieren. 


Einflu6 von Glykogen- und Stirkeeinspritzung auf die Krimpfe 
von Insulinkaninchen. 


Von 
8. E. de Jongh und Ernst Laqueur. 


(Aus dem pharmako-therapeutischen Laboratorium 


der Universitat Amsterdam.) 


(Eingegangen am 22, Juli 1925.) 


Als Einleitung zu den Versuchen von Lipmann und Planelles, 
die in der hier unmittelbar folgenden Mitteilung wiedergegeben sind, 
sollen auch die Befunde, die zu ihren Untersuchungen die Veranlas- 
sung gewesen, eine kurze Erwaihnung finden. 

Glykogenarmut und hypoglykamischer Komplex, im besonderen 
Krampfe, sind wiederholt in kausale Abhangigkeit gebracht worden. 
Der Mange! an Glykogen sollte verhindern, daB die nach Insulin ver- 
schwundene Glykose sich wieder bildet, andererseits sollte aber 
das Glykogen als solches einen giinstigen EinfluB auf den normalen 
Zustand des Individuums ausiiben. 

Von diesen Vorstellungen ausgehend, wollten wir nachsehen, ob 
die hypoglykdmischen Erscheinungen sich durch intravenése Glykogen- 
einspritzungen beseitigen lieben. Zum Vergleich mit der Wirkung 
des Glykogens sollte der EinfluB von Stdrke auf die Krimpfe im be- 
sonderen verfolgt werden. Fast taglich wird in den letzten Jahren 
in unserem Laboratorium Kaninchen Insulin zwecks Eichungen oder 
zu anderen Versuchen eingespritzt. Verschiedene dieser Tiere be- 
kommen Krampfe, sie erhalten dann gewéhnlich subkutan 4 g Glucose 
20 cem 20proz. Glucoselésung), wonach Krimpfe und der oft daran 
anschlieBende komatése Zustand schnell schwinden. Statt Glucose 
erhielten jetzt solche Krampftiere Glykogen und Amylum solubile. 
Da es uns der geringeren Léslichkeit wegen recht schwer schien, von 
diesen beiden Substanzen die gleichen Mengen zu geben als wir von 
Glucose einzuspritzen pflegen, stellten wir vorher fest, daB fast stets 





404 S. E. de Jongh u. E. Laqueur: 


statt der nun einmal iiblich gewordenen 4 g Glucose auch 1 g Glucose 
geniigt, um die Krampfe wenigstens fiir 1 bis 2 Stunden zum Ver- 
schwinden zu bringen. Wir benutzten also J g Glykogen baw. Amylum 
solubile suspendiert in 20 ccm. 

Als Insulin wurden die im Laboratorium gerade vorkommenden 
Praparate, meist Insulin neerlandicum Organon, aber auch Lilly und 
Burroughs Wellcome benutzt. 

Glykogen hatte, wenn subkutan gegeben, keinerlei Erfolg. Die 
Tiere behielten ihre eigenartige Haltung (entweder Seitenlage oder 
Bauchlage mit ausgebreiteten Beinen), ebenso ihre schnelle Atmung, 
und die Kriampfe wiederholten sich. 

Intravenéds machten sich erhebliche Unterschiede je nach Ver- 
wendung von Glykogen verschiedener Herkunft geltend. 

Als wir z. B. zwei Krampfkaninchen intravenés Handelsglykogen 
[Glykogen D, nach Lipmann und Planelles')] einspritzten, erholten 
sich beide, und zwar traten bei dem einen Tiere gar keine Krampfe 
mehr auf, beim zweiten erst nach 11 Stunden. Als Erholung wird hier 
verstanden, daB die Tiere sich spontan wieder aufrecht setzen, herum- 
laufen und fressen. Die Erholung trat aber nicht so schnell auf wi 
nach einer Glucoseeinspritzung, wo der Heilerfolg oft geradezu zauber- 
haft ist; es dauerte vielmehr etwa 1, Stunde, ehe der Erfolg deut- 
lich war. 

Dagegen sehen wir nach Einspritzung einer triiben, gelblich opali- 
sierenden Lésung eines anderen Glykogens (Glykogen A nach Lipmann 
und Planelles) keinen Einflu8B auf die Krampfe. 

Beispiel. Ein Krampftier bekommt 2 g Glykogen A intravenés. Sofort 
nach der Injektion wieder Krimpfe! Diese wiederholen sich im Laufe von 
14% Stunden noch zweimal. Dazwischen Seiten- bis héchstens Bauchlage 
mit ausgebreiteten Beinen. Nach 1% Stunden werden 20 cem 20proz. 
Glucose subkutan gegeben, wonach das Tier sich schnell erholt. 

Dagegen gab ein Glykogen B wohl den gewiinschten Erfolg. Es 
war dies urspriinglich dasselbe eben genannte Glykogen A, aber vor dem 
Gebrauch erst behandelt, wie es Lipmann und Planelles beschreiben, 
analog der Behandlung, die man bei der Herstellung von Amylum- 
solubile aus gewéhnlicher Starke benutzt. 

Subkutan gab Amylum solubile ebensowenig Resultate wie Glykogen. 

Intravendés erhielten wir dieselben Ergebnisse als mit Glykogen D, 
und zwar Erholung bis zum spontanen Aufrechtsitzen, Herumlaufen usw. 
innerhalb 1, Stunde. 

Achten wir besonders auf die negativen Ergebnisse, die wir mit 
Glykogen bekommen, so scheinen nicht nur chemische Eigentiimlich- 


1) Siehe die hier folgende Mitteilung. 
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keiten, sondern sicher auch die physikalischen Eigenschaften, vielleicht 
die TeilchengréBe, fiir eine die Krampfe aufhebende Wirkung in Betracht 
zu kommen. Dieses Ergebnis stimmt vollkommen iiberein mit den 
Versuchsresultaten von Lipmann und Planelles. 

Starke und Glykogen beseitigen den Krampf wohl erst nach ihrer 
Spaltung; wenigstens ist dies aus der Latenzzeit (etwa 15 Minuten) 
zu vermuten, die zwischen Einspritzung und Wirkungsbeginn liegt. 


Zusammenfassung. 
Glykogen nach bestimmter Vorbereitung oder von bestimmter 
Xeinheit ist imstande, bei intravenéser Einspritzung den hypogly- 
kimischen Komplex, im besonderen die Krimpfe nach Insulin bei 


Kaninchen zu beseitigen. 
Amylum solubile ist dazu auch fahig. Die Wirkung tritt etwa 
|, Stunde nach der Einspritzung ein, im Gegensatz zum unmittelbaren 


Effekt von Glucoseinjektionen. 
Subkutane Zufuhr ist bei Glykogen und Starke stets wirkungslos. 





Einflu6 von intravenéser Glykogen- und Stirkeeinspritzung 
auf den Blutzucker beim Kaninchen. 


Von 
F. Lipmann (Koénigsberg) und J. Planelles (Madrid). 


(Aus dem pharmako-therapeutischen Laboratorium 


der Universitat Amsterdam.) 


(Eingegangen am 22. Juli 1925.) 


Bei Versuchen im hiesigen Laboratorium, den hypoglykamischen 
Komplex nach Insulin statt mit Glucoseeinspritzung mit Injektionen 
von gewohnlichem Glykogen zu bestreiten, fiel es auf), daB dies nicht 
gliickte, waihrend es mit Einspritzungen von Amylum solubile woh! 
gelang. Es war also anzunehmen, daB das Glykogen im Blute nicht 
so schnell den zur Beendigung des hypoglykamischen Zustandes not- 
wendigen Zucker liefere als die Starke, mithin also fiir die Blutdiastase 
schwerer angreifbar zu sein schien. 

Genauere Arbeiten iiber den parenteralen Glykogenabbau haben 
wir nicht finden kénnen. Schon Magendie (1), dem Entdecker der Blut- 
diastase, war bekannt, daB diese sowohl Starke als auch Glykogen 
abzubauen imstande ist. Er hatte auch eine Erhéhung des Blutzuckers 
nach Starkeeinspritzung bemerkt. Befunde, die darauf hindeuten. 
daB Glykogen schwerer angreifbar sei als Starke, finden sich bei Schiff (2) 
und Claude Bernard (3). Sie teilen mit, daB nach Glykogeninfusion vie! 
seltener Glykosurie auftrat als nach Starke. Auch Tiegel (4) brauchte 
sehr groBe Mengen Glykogen, um Zucker im Harn zu erhalten. Die 
Mehrzah! der Acbeiten (5) und besonders der neueren, die sich mit 
der Diastasewirkung beschaftigen, enthalten keine Angaben iiber die 
Wirkung auf Glykogen. Wie wird denn iiberhaupt der Zuckergehalt 
des Blutes durch intravenése Injektion der Starke und des Glykogens 
beeinfluBt ? Hieriiber fehlen, wie es scheint, genauere Angaben gianzlich 
Verzdr (6) hat sehr ausfiihrliche Untersuchungen iiber den parenteralen 
Starkestoffwechsel mitgeteilt. Uber das Verhalten des Blutzuckers 
finden sich aber keine Angaben, und diese interessierten uns im vor- 
liegenden Falle besonders. Wir kommen auf Verzdrs Untersuchungen 
spaiter noch zuriick. 


') Siehe vorhergehende Mitteilung. 
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In einem orientierenden Versuch verglichen wir zunachst in vitro 
die Wirkung der Serumdiastase auf Starke und auf Glykogen (A). 
Das hierzu, wie auch zu den eingangs erwahnten Versuchen verwendete 
Glykogen war ein von Dr. Fritz Laquer im Laboratorium der N. V. 
Organon durch Fallung mit Bariumhydroxyd + Ammoniumsulfat 
aus Schweineleber erhaltenes Priparat, das etwas gelblich aussah, 
3.5 Proz. Aschebestandteile und 3,5 Proz. EiweiB enthielt. Die wiasserige 
Lésung war leicht gefirbt, opaleszierend triibe, in dickerer Schicht 


undurchsichtig. Wir danken Herrn Dr. Laquer freundlichst fiir Uber- 


lassung des Praparates. 

Das zu dem Versuch verwendete Serum war frisch abzentrifugiertes 
Kaninchenserum. 

Glas I: 5eem Iprom. Glykogenlésung + 1 ecm Serum 

ya: See Pe , Fw * 

Li gene Bee (Kontrolle ) 

fie je ao + Leem Serum 
at wa a ie (Kontrolle) 

Die Glaser wurden, mit Toluol iiberschichtet, und 17 Stunden im 
Brutschrank bei 37° belassen. 

Zur Glykogenbestimmung verwandten wir eine Altere kolori- 
metrische Methode von Jensen (7). Es wird die Jodfarbung mit Ver- 
gleichsglisern gemessen. EnteiweiBung mit Trichloressigsiure labt 
das Glykogen quantitativ in Lésung. 

Glas I: enthielt kein Glykogen mehr. 

os 20 a 0,8prom. Glykogen, 
a: is 

. IV: gibt mit Jod leicht rétliche Farbung. 

— ” * .. tiefblaue Farbung. 

Schon aus diesem Versuch konnten wir ersehen, daB das Glykogen 
weniger angegriffen wird als die Starke. Unsere anfangliche Annahme 
schien sich also zu bestitigen. Die tierische Starke wurde schwerer 
vom tierischen Organismus verbraucht als die pflanzliche Starke 
Genauere Daten durften wir von der Untersuchung des Zuckergehalts 
des Blutes nach intravenéser Kohlenhydratinjektion erwarten. 

Alle Versuche wurden in gleicher Weise angestellt. Einem 
niichternen Kaninchen wurden innerhalb 10 bis 20 Minuten 20 bis 
22 cem frisch bereiteter 5 bis 6 proz. Lésung von Glykogen bzw. Amylum 
solubile mit einer Rekordspritze in die Ohrvene injiziert, und in kurzen 
Abstanden der Zuckergehalt des Blutes mit der Hagedorn-J ensenschen (8) 
Methode in den Modifikationen von Dresel und Rothmann (9) bestimmt. 
Alle Werte in den folgenden Protokollen sind die Mittel aus zwei 
Bestimmungen. 

Zu den Versuchen Tab. I, II und III wurde Glykogen A verwendet. 
In I und II ist itiberhaupt keine Blutzuckerbeeinflussung zu bemerken. 





408 F. Lipmann u. J. Planelles: 


In III zeigt sich eine nach | Stunde beginnende, zum SchluB des 
Versuches noch anhaltende leichte Blutzuckererhéhung. Von diesem 
Glykogen konnten wir also auch eine Beeinflussung des hypo- 
glykamischen Komplexes gar nicht erwarten. 





Tabelle I. 
Kaninchen 91, Injektion 22 cem 6proz. Glykogenlésung (A). 

Zeit Blutzucker Zeit Blutzucker 

Proz. Proz 

0 0,119 55! 0,082 
Injektion 65 0,099 
15’ 0,109 75 0,102 

2! 0,088 85 0.101 

35 0,096 95 0,099 

45 0,096 105 0,096 





Tabelle 11. 
Kaninchen 91. Injekticon 22 cem 6proz. Glykogenlésung (A). 








Zeit Blutzucker Zeit Blutzucker 
Proz Proz. 
0 0,122 55’ 0,118 
Injektion 65 0.078 
15’ 0,138 105 0,098 
25 0,118 125 0,092 
35 0,130 135 0,083 
45 0.096 145 0,072 


Tabelle 111. 
Kaninchen 10. Injektion 22ccem. Sproz. Glykogenlésung (A). 








Zeit Blutzucker Zeit Blutzucker 
Proz. Proz. 
0 0,123 45’ 0,114 
Injektion 55 0.113 
0,127 65 0.151 
15 0,128 75 0,147 
30 0,117 90 0,148 
35 0,106 105 0,145 


Aus den Angaben der Literatur hatten wir ja gesehen, daB auch 
friiheren Untersuchern schon ein Unterschied in der Verwertbarkeit 
der Starke und des Glykogens zu ungunsten des letzteren aufgefallen 
war. Sollte es aber nicht doch an dem von uns verwandten Praparat 
liegen, daB wir einen offenbar viel geringeren Abbau des Glykogens 
fanden ? 

Die so gut abgebaute lésliche Starke wird ja durch verschiedene 
Verfahren aus dem Ausgangsmaterial gewonnen, die alle darin bestehen, 
den groBen Stirkekérper zu zerschlagen. Unter anderem verwendet 





—_ 
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man bekanntlich hierzu auch leicht hydrolysierende Prozeduren. Auf 
gleichem Wege versuchten wir nun ein leichter angreifbares Glykogen 
zu erhalten. In Versuch Tab. IV injizierten wir ein durch einstiindiges 
Kochen in n/2000 HCl erhaltenes Glykogen B. Es zeigte sich eine 
leichte Blutzuckererhéhung. 


Tabelle IV. 


Kaninchen 10. 20cem 5proz. Lésung von Glykogen Bin 10 Minuten injiziert. 





Blutzucker Zeit Blutzucker 
Proz. Proz 


Zeit 


0 0,132 40’ 0.134 
Injektion 50 0,142 
10’ 0,170 60 0,135 
20 0,140 2 Stdn. 0,130 
30 0,138 , . 0,113 





Tabelle V. 


Kaninchen 21. 17 cem 5proz. Lésung von Glykogen C innerhalb 20 Minuten 
injiziert. 





Blutzucker Zeit Blutzucker 
Proz. Proz. 


0 0,130 wy 0.169 
Injektion 65 0,164 
20’ 0.151 80 0,145 
30 0,150 180 0.134 
40 0,166 240 0,102 





In Versuch Tab. V verwendeten wir ein 15 Minuten bei 40° mit 
n/l HCl vorbehandeltes Glykogen C. Dieses Praparat bewirkte schon 
eine langer dauernde Erhéhung des Blutzuckers. Wie es schien 
war das Glykogen also durch die leichte Hydrolyse fiir die Diastase 
angreifbarer geworden. Ob es sich hier um eine Zerkleinerung des 
Kolloidkérpers (das Aussehen der behandelten Praparate hatte sich 
nicht geindert, die Lésung war gleichfalls leicht getriibt und gefarbt) 
oder um eine Zerstérung von hemmenden Begleitstoffen handelt, 
kénnen wir aus diesen wenigen Versuchen nicht entscheiden. Wir 
beschafften uns nun ein reineres Praparat — 0,46 Proz. Stickstoff. 
1,8 Proz. Asche —. Es war vollkommen wei und léste sich zu einer 
leicht opaleszierenden durchsichtigen Flissigkeit. Von diesem Gly- 
kogen D stammen Tabelle VI und VII. Die Tabellen zeigen eine sehr 
starke und iiber 3 Stunden sich erstreckende Blutzuckererhéhung. 
Unsere Vermutung hatte sich also bestatigt. Mit diesem Praparat 
gelang es auch, den hypoglykamischen Komplex zum Verschwinden zu 
bringen. Wir sehen aus diesen Versuchen, von wie groBer Bedeutung 
der Zustand des Glykogens fiir die Fermentwirkung ist, und wir glauben 
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Tabelle V1. 
Kaninchen 10, 22 cem 5proz. Glykogenlésung (D) innerhalb 10 Minuten 





injiziert. 
Zeit Blutzucker Zeit Blutzucker 
Proz. Proz 
0 0.121 50’ 0,153 
Injektion 60 0.148 
10’ 0.211 11), Std. 0147 
15 0,191 i 0,153 
20 0,169 > 0,153 
30 0,160 | eres O.119 
40 0,161 7 





Tabelle V1. 
Kaninchen 133. 20eccem 5proz. Glykogenlésung (D) innerhalb 10 Minuten 








injiziert. 

Zeit Blutzucker Zeit Blutzucker 
Proz Proz. 
0 0,132 40’ 0,188 
Injektion 50 0.178 
10’ 0,245 60 0,181 
15 0,222 90 0,193 
20 0,197 120 0,190 
25 0,197 3 Sta. 0,176 

30 0,202 


Das Glykogen (D) enthielt minimale Spuren reduzierender Substanz. 


uns auch berechtigt, die eingangs mitgeteilten Befunde aus der Literatur 

iiber die Differenz der Verwertbarkeit von Starke und Glykogen auf 

die Unreinheit der Praparate zuriickzufihren. 

; Tabellen VIII und LX stammen von Versuchen mit Amylum solubile. 
Aus ihnen geht hervor, daB die Blutzuckerkurven fiir Glykogen D und 
Amylum solubile durchaus gleichartig verlaufen. In den hier unter- 

ey suchten Fallen steigt der Blutzucker sofort nach der Injektion auf 
Werte von iiber 0,2 Proz., um langsam erst im Verlauf mehrerer Stunden 


Tabelle VIII. 


Kaninchen 200. Amylum solubile, 5proz., 20 ccm innerhalb 10 Minuten. 











Zeit Blutzucker Zeit Blutzucker 
Proz. Proz. 
0 0,118 40’ 0,180 
Injektion 60 0,169 
10’ 0,209 75 0,158 
15 0,195 90 0.161 
20 0,178 120 0,149 
25 0,176 150 0,129 
30 0,179 3} 8 Std. 0,144 
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Tabelle 1X. 
Kaninchen 201. Amylum solubile, 5proz., 20cem innerhalb 10 Minuten 
injiziert. 





Zeit Blutzucker Zeit Blutzucker 
Proz Proz 
0 0.129 40’ 0.164 
Injektion 55 0.163 
10’ 0,229 75 0.136 
25 0.175 105 0.154 


zur Norm zu sinken. Injizieren wir eine etwa aquivalente Menge Zucker, 
so ist die Blutzuckererhéhung spatestens nach 1 Stunde abgeklungen. 

Nach der Annahme Verzdrs verbleibt die intravenés injizierte 
Starke lange Zeit im Blute, und er glaubte aus verschiedenen Griinden, 
deren nahere Erérterung hier zu weit fiihren wiirde, darauf schlieBen 
zu diirfen, daB die Starke vollkommen im Blute iiber Glucose ver- 
brannt wird. Seine mit Starke behandelten Versuchstiere zeigten nam- 
lich, was er als besonderes Argument anfiihrt, eine Erhéhung des respira- 
torischen Quotienten von durchschnittlich 3 Stunden. Auch die von 
uns gefundene Blutzuckererhéhung erstreckt sich tiber etwa 3 Stunden. 
Wir glauben in diesem Befunde eine weitere Bestatigung der Annahme 
Verzars sehen zu diirfen, daB der Abbau der intravenés injizierten 
hochmolekularen Kohlehydrate zum mindesten bis zum Zucker voll- 
kommen vom Blute geleistet wird. 


Zusammenfassung, : 

Die Angreifbarkeit des Glykogens durch die Blutdiastase ist in 
hohem Grade abhangig von der Reinheit des injizierten Praparats. 

Nach intravenéser Injektion sowohl von Starke als auch von 
Glykogen konnten wir eine 3 Stunden andauernde Blutzuckererhéhung 
feststellen. 

Literatur. 

1) Magendie, C. r. 23, 189, 1846 2) Schiff, Unters. tiber die Zucker- 

bildung in der Leber 8S. 18, 1859; Journ. de l’anatomie et de physiol. 8, 
359, 1866. 3) Claude Bernard, Legons sur le diabéte 8, 533, 1877. 
4) Tiegel, Pfliigers Arch. 6, 264. 5) Bial, ebendaselbst 52, 137, 1892; 
53, 156, 1893; 54, 72, 1893; Rohmann, ebendaselbst 452, 157; Wohlgemuth, 
diese Zeitschr. 21, 381, 1909; Moeckel und Rost, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
67, 432, 1910. 6) Verzdr, diese Zeitschr. 34, 66. 7) Jensen, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 35, 528, 1902. 8) Hagedorn und Jensen, diese Zeitschr. 
135, 46, 1923; 187, 92, 1923. 9) Dresel und Rothmann, ebendaselbst 
146, 538, 1924. 








Uber die Dialysierbarkeit und Adsorbierbarkeit des Insulins. 


Von 


Elisabeth Dingemanse. 


(Aus dem pharmako-therapeutischen Institut der Universitat Amsterdam.) 


(Eingegangen am 22. Juli 1925.) 


Man findet in der Literatur in bezug auf die Dialysierbarkeit von 
Insulin durch Membranen noch immer einander widersprechende An- 
gaben. Nach Dudley') geht bei der Filtration unter Druck das crude 
Insulin nur in minimalen Spuren durch eine Kollodiummembran. 

Dagegen geht nach Shonle und Waldo*) beim langeren Dialysieren 
mittels Pergamentpapiers oder Kollodiummembran ein ganz bedeutender 
Teil des wirksamen Bestandteiles durch die Membran hindurch; laut 
ihrer Angabe 20 bis 50 Proz. Auf diese Weise erhielten sie ihre reinsten 
Priparate. In der Arbeit von Piper, Allen und Murlin *) wird erwahnt, 
daB das Insulin nicht durch eine Membran passiert. In bezug auf die 
Adsorption von Insulin durch Kaolin und Kohle wird von Shonle und 
Waldo *) angefiihrt, daB das Insulin durch beide Substanzen schnell! 
adsorbiert wird. Auch Best und Macleod *) fanden dasselbe. 

Nach Piper, Allen und Murlin *) wird Insulin in saurer Lésung von 
Tierkohle adsorbiert, nicht aber in neutraler Lésung. 

Saurer, neutraler oder alkalischer Alkohol ist nicht imstande, das 
Insulin von der Kohle oder von Kaolin zu lésen. 

Locke und Hirsch’) haben ein Lilly-Praiparat, 400 Einheiten ent- 
haltend, auf die Halfte verdiinnt und der Elektrodialyse unterworfen. 
Sie benutzten dafiir einen speziellen Apparat und dialysierten bei 
einem Strom von 90 Volt 5 bzw. 10 Stunden lang gegen destilliertes 
Wasser. In dieser Zeit war alles Protein (Insulin) auf der Anoden- 
membran niedergeschlagen. 


1) Biochem. Journ. 17, 376, 1923. 
2) Journ. of biol. Chem. 58, 731, 1924. 
8) Ebendaselbst 58, 321, 1924. 


*) le. 
5) Journ. of biol. Chem. 55, XXLX, 1923. 
8) lic. 


7) Journ. of Amer. med. ass. 1924, S. 1913. 
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Dann wird die Lésung samt Niederschlag zentrifugiert. Der 
schwarzgriine Niederschlag betrug in einem der beiden Versuche 16 mg, 
die Trockensubstanz pro Einheit 0,046 mg. In einem Falle wurden von 
den dialysierten 480 Einheiten nach der Elektrodialyse im Niederschlag 
300 Einheiten, im Filtrat 30 Einheiten zuriickerhalten, im ganzen also 
68,8 Proz. zuriickgefunden. 

Im zweiten Versuch war die Dialysenmembran um die Hilfte 
klemer. Hier wurden von 480 Einheiten im Niederschlag 340 und im 
Filtrat 110 Einheiten zuriickerhalten, also insgesamt 93,8 Proz. des zu- 
gefiihrten Insulins. 

Aus dem letzten Versuch schlieBen die Genannten, dab im Gegen- 
satz zu den Befunden von Shonle und Waldo nur ein ganz geringer Teil! 
des Insulins durch die Membran gegangen sein kann. Weiter meinen 
sie, aus dem Resultat des ersten Versuches, wo sie im ganzen nach 
der Elektrodialyse 68,8 Proz. des gesamten Insulins in der Fliissigkeit 
samt Niederschlag zuriickfanden, schlieBen zu kénnen, daB bei einer 
zweimal gréBeren Membranoberfliche viel mehr Insulin durch die 
Membran_ hindurchgeht. 

Nach diesen wechselnden Befunden schien es mir nicht iiber- 
fliissig, einige dieser Versuche zu wiederholen. 

Ich hatte die Elektrodialyseversuche schon einige Monate an- 
gefangen, als mir die Publikation von Locke und Hirsch zu Gesicht kam. 

Obgleich unsere Methoden bei der Elektrodialyse in vielem iiberein- 
stimmen, bestehen auch wieder wesentliche Unterschiede. So habe ich 
das Insulin immer vor der Dialyse in n/100 Salzsiure gelést. Ebenfalls 
wurde gegen n/100 Salzsiure dialysiert. Dabei wurde das Insulin 
samt einem Teil des EiweiBes immer in der Kathodenfliissigkeit nieder- 
geschlagen. Niemals wurde auf der Anodenmembran ein Niederschlag 
beobachtet, und die Anodenfliissigkeit blieb immer ganz klar. 

Ferner wurden bei jedem Versuch auch immer die Dialysate 
untersucht. Sie zeigten aber niemals eine erhebliche Insulinwirkung. Die 
Dialyse- und die Elektrodialyseversuche wurden in saurer und alkali- 
scher Lésung ausgefiihrt; gleichfalls die Versuche mit Kaolin. Fiir die 
alkalischen Lésungen wurde Natriumcarbonat benutzt, denn bekannt- 
lich wird das Insulin von Kali- oder Natronlauge zerstért. Bei den 
einfachen Dialyseversuchen wurden Kollodium- und Pergament- 
membranen verwandt, bei der Elektrodialyse nur Kollodiummembranen. 
Die Membranen aus Pergamentpapier waren die gewéhnlichen Mem- 
branen Nr. 521 von Schleicher und Schiill, die Kollodiumsicke fiir die 
Dialyse wurden auf die bekannte Weise gemacht. Fiir die Elektro- 
dialyse wurde der Glockeniiberfiihrungsapparat von H. Bechhold') 


1) Die Kolloide in Biol. und Med., 8. 131. 
Biochemische Zeitschrift Band 163 
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benutzt. In der kommunizierenden Réhre, welche die zwei GefiBe 
miteinander verbindet, war ganz nahe der Steigréhre ein Hahn an- 
gebracht, damit nach der Stromunterbrechung die Fliissigkeiten in 
den beiden GefaBen nicht miteinander in Beriihrung kommen. 


Bei den Versuchen wurde bei mehreren Kaninchen ein Teil jeder 
Flissigkeit eingespritzt und auf diese Weise auf ihre Wirksamkeit 
gepriift. Wenn angegeben wird, daB bei Kaninchen keine Blutzucker- 
erniedrigung auftritt, so bedeutet das, daB der Blutzuckergehalt ober- 
halb der Senkung, die dem Schwellenwert entspricht, geblieben ist 
(Werte iiber 1 Prom. oder Senkungen weniger als 0,10 mg pro Kubik- 
zentimeter unter dem Anfangswert). 


Zu den Versuchen wurde in unserem Laboratorium hergestelltes 
eigenes Insulin benutzt oder Priparate von Jnsulinum neerlandicum 
Organon. 


I. Dialyseversuche. 


Die Starke der Praparate ist bei jedem Versuch in Einheiten an- 
gegeben, wobeieine Einheit ein Drittel der ,.Krampfgrenzdosis‘‘ bedeutet. 


Versuch J. 


100 mg Insulin, enthaltend etwa 200 Einheiten, werden in 25 ccm 
n/100 Salzsdure gelést. 

Zu dieser Lésung werden 2 Tropfen Toluol zugefiigt und 2 Tage lang 
in einer Kollodiummembran gegen 25 ccm n/100 Salzséure dialysiert. Das 
Dialysat wird im Vakuum auf ein kleines Volumen eingedampft. 


Die Halfte dieser Fliissigkeit, beim Kaninchen eingespritzt, gibt 
keine Blutzuckererniedrigung. 

Die Innenfliissigkeit war, trotzdem nichts durch die Membran 
hindurchgegangen war, um die Halfte schwacher geworden. 


In einem zweiten und dritten ebenso angelegten Versuch war das 
Resultat genau das gleiche. 


Nach 2 oder 3 Tagen hatte sich in der Innenfliissigkeit immer ein 
flockiger Niederschlag gebildet, der hauptsachlich aus insulinfreiem EiweiS 
bestand, denn gelést bei Kaninchen eingespritzt, gab er keine Blutzucker- 
erniedrigung. 

Versuch 4. 


100 mg Insulin, enthaltend 1150 Einheiten, werden in 25 ccm n/100 
Salzsiure gelést und 2 Tage lang im Pergamentdialysator gegen 30 ccm 
n/100 Salzséure dialysiert. 

Erst der sechste Teil des Dialysates, beim Kaninchen eingespritzt, 
verursachte Krampfe. Im ganzen waren im Dialysat also 3 x +6 = +18 
Einheiten anwesend. Bei diesem Versuch waren also minimale Spuren 
Insulin hindurchgegangen. 

Die Innenfliissigkeit wurde in derselben Membran aufs neue 5 Tage 
lang gegen n/100 Salzsdure dialysiert. Darauf verursachte der zwélfte Teil 
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des Dialysates, bei Kaninchen eingespritzt, Krampfe. Nach weiteren 
5 Tagen waren also noch etwa 12 x 3 = + 36 Einheiten in die AuBen- 
fliissigkeit iibergegangen, d.h auch jetzt nur noch minimale Quantitaten. 


Versuch 5. 

50 mg Insulin, enthaltend etwa 600 Einheiten, werden in 30 ccm n/10 
Natriumcarbonat gelést. Diese Lésung wird nach Zusatz von 2 Tropfen 
Toluol 2 Tage lang im Pergamentfilter gegen 30 ccm n/10 Natriumcarbonat 
dialysiert. Der 15. Teil vom Dialysat gab, bei Kaninchen eingespritzt, keine 
Blutzuckererniedrigung. 


Elektrodialyseversuche. 


Versuch 1. 

41 mg Insulin, enthaltend 75 Einheiten, werden in 25 ccm n/100 Salz- 
siure gelést und im Glockeniiberfiihrungsapparat von Bechhold durch- 
strémt. Zur Lésung werden 3 Tropfen Toluol zugefiigt und 20 Stunden 
lang ein Gleichstrom von 110 Volt durch den Apparat geschickt. Die 
AuBenfliissigkeit war ebenfalls n/100 Salzséure. 

Nach kurzer Zeit findet in der Kathodenfliissigkeit Ausflockung 
statt. Sofort nach der Stromunterbrechung wird der Hahn im Verbindungs- 
rohr geschlossen, und jede Fliissigkeit fiir sich analysiert. Je ein Fiinftel 
von beiden Dialysaten ergab bei Kaninchen keine Blutzuckererniedrigung. 

Die Innenkathodenfliissigkeit hatte zwar eine gréBere Blutzucker- 
erniedrigung zur Folge als eine gleiche Menge der Innenanodenfliissigkeit ; 
jedoch waren beide Lésungen schwacher als die urspriingliche Lésung. 
Der an der Kathode ausgeflockte Anteil wurde in n/100 Salzsdure geldst. 
Auch diese Lésung ergab, bei Kaninchen eingespritzt, eine Blutzucker- 
erniedrigung. 

Bei der Elektrodialyse ging also ebensowenig wie bei der einfachen 
Dialyse Insulin durch die Membran hindurch. 


Versuch 2. 

In einem folgenden ebenso angelegten Versuch wurde nach der 
Stromunterbrechung die Hadlfte der beiden Dialysate bei Kaninchen 
eingespritzt. 

Das Anodendialysat gab keine Blutzuckererniedrigung, das 
Kathodendialysat gab einen Blutzuckergehalt von 0,048 Proz. Demnach 
befinden sich also im Kathodendialysat nur Spuren von Insulin. Die 
Kathoden- und Anodenfliissigkeiten zeigten nur noch die Halfte der 
urspriinglichen Starke. 

Auch hier hat in der Kathodenfliissigkeit Ausflockung stattgefunden. 
Méglicherweise hatte nun auch die Kollodiummembran Insulin adsorbiert. 
Um dies zu untersuchen, wurden die beiden benutzten Membranen mit 20 ccm 


n/100 Salzséure einige Minuten erhitzt und schnell gekiihlt. Erst 5 ccm 
oder ein Viertel des Filtrates gaben, bei Kaninchen eingespritzt, Krampfe. 


Danach waren in den Membranen etwa 4 x 3 = 12 Einheiten vor- 
handen. Es wird alsc von den Membranen kaum etwas Insulin adsorbiert. 


27* 
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Versuch 3. 


In diesem gleich behandelten Versuch wurde beim Einspritzen beider 
Dialysate keine Blutzuckererniedrigung konstatiert. Der Stickstoffgehalt 
der lproz. Insulinlésung war anfangs 0,144 Proz., und nach 20 Stunden 
Stromdurchgang war der Stickstoffgehalt der Innenanodenfliissigkeit 
nur noch 0,028 Proz.; der N-Gehalt war also bis auf ein Fiinftel zuriick- 
gegangen. Beim Einspritzen dieser Lésung wurde nur eine geringe Blut- 
zuckererniedrigung wahrgenommen. 

Die triibe Innenkathodenfliissigkeit wurde zentrifugiert, das Filtrat ent- 
hielt 0,178 Proz. Stickstoff. Also war hier der Stickstoffgehalt héher als von der 
Lésung vor der Elektrodialyse. Das Gewicht des Gesamtinsulins betrug 
200 mg; das Gewicht der ausgeflockten Menge 57 mg; der Stickstoff dieses 
Niederschlages war 14 Proz. Derselbe hatte sich also bei der Ausflockung 
nicht geaindert. Eingespritzt bei Kaninchen, zeigte sich der Niederschlag 
zweimal starker als die urspriingliche Substanz. Dabei war die Trocken- 
substanz von 0,37 mg pro Einheit bis auf 0,16 mg pro Einheit erniedrigt. 


Versuch 4. 


200 mg Insulin, enthaltend 545 Einheiten, werden in 25ccm n/100 
Salzsaéure gelést. Die beiden Dialysate zeigen keine Blutzuckererniedrigung. 
Von den 545 Einheiten wurden in der Anodeninnenfliissigkeit 75 Einheiten, 
in der Kathodeninnenfliissigkeit 100 Einheiten, in dem Niederschlag det 
Kathodeninnenfliissigkeit 375 Einheiten zuriickgefunden. 

Das Gewicht vom ausgeflockten Anteil war 45mg. Also waren von 
den 545 Insulineinheiten in 200mg Substanz nach der Elektrodialyse 
375 Einheiten oder etwa 70 Proz. in 45mg des ausgeflockten Anteiles 
vorhanden. 

Versuch 5. 

Auch hier enthielten die Dialysate bei der gleichen Arbeitsmethode 
kein Insulin. Von den 200 mg dialysierten Insulins mit 400 Einheiten wurden 
in der Kathodeninnenfliissigkeit 75 Einheiten, in der Anodeninnenfliissigkeit 
nur Spuren Insulin, im Niederschlag der Kathodeninnenfliissigkeit 315 Ein- 
heiten zuriickgefunden. Das Gewicht des ausgeflockten Anteiles betrug 
52,5 mg. In dieser Menge wurden drei Viertel des Insulins wiedergefunden. 
In diesem Versuche war die Trockensubstanz von 0,5 mg pro Einheit bis 
auf 0,166 mg pro Einheit zuriickgebracht. 


Versuch 6. 


Hierbei wurde von einem sehr reinen Praparat ausgegangen. Die 
Trockensubstanz betrug pro Einheit 0,05 mg. Auch bei diesem Versuch 
ging bei der Elektrodialyse kein Insulin durch die Membran. Es zeigte 
sich nach weiterer Priifung des ausgeflockten Anteiles, daB die Trocken- 
substanz pro Einheit nicht weiter erniedrigt worden war, d. h. das Insulin 
und das EiweiB flockte in der Kathodeninnenfliissigkeit in gleichem Ver- 
haltnis aus, wie sie in der Fliissigkeit vorkamen. 


Versuch 7. 


Dieser Versuch wurde mit dem gleichen Insulinpraparat angestellt 
und ergab unter gleichen Arbeitsbedingungen dasselbe Resultat. Auch 
hier keine weitere Reinigung des Insulinpraparates. 
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Die Elektrodialyseversuche wurden nicht weiter fortgesetzt; 
erstens weil eine weitere Reinigung des Insulins auf diesem Wege keine 
Aussicht auf Erfolg versprach, und zweitens, weil es auf andere Weise 
wohl gelang, einen noch bedeutenden Teil der Verunreinigungen des 
Insulins zu entfernen. 

Wird ein Insulinpriparat, das 0,4 bis 0,5 mg Trockensubstanz 
pro Einheit enthilt, etwa 1 Stunde mit n/100 Natriumbicarbonat 
geschiittelt, so gehen etwa 90 Proz. der Substanz in Lésung. Der un- 
lésliche Anfeil wird gewaschen mit Alkohol und Ather, im Vakuum 
getrocknet und danach gewogen. Aufgelést in n/100 Salzsiure und beim 
Kaninchen eingespritzt, ist die Trockensubstanz pro Einheit nur noch 
0,05 mg, so da®8 alles Insulin in dem unléslichen Anteil zuriick- 
gefunden wird, und bei dieser Methode kein Verlust an Insulin statt- 
findet. Versucht man nun das neue, weit gereinigte Priparat mit 
n 100 Natriumbicarbonat weiter zu reinigen, so gelingt das nicht. 


Il. Adsorption von Insulin an Kaolin. 


Versuch 1. 


100 mg Insulin, 1150 Einheiten enthaltend, werden in 100 cem n/100 
Salzsdure gelést. Zu dieser Lésung wird 1 g Kaolin zugefiigt und '4 Stunde 
geschiittelt. Danach wird zentrifugiert. Das Zentrifugat enthalt 80 mg 
Trockensubstanz ohne Aschengehalt. 0,21 mg dieser Trockensubstanz 
gaben, in n/100 Salzsiure gelést und bei Kaninchen eingespritzt, Krampfe. 
Hieraus ergibt sich, daB nach dem Schiitteln mit Kaolin im Filtrat noch 


; 80 Rs : 
anwesend sind etwa 021 < 3 = 1143 Einheiten. 


Also es hat keine Adsorption von Insulin an Kaolin stattgefunden. 


Versuch 2. 


Dieser Versuch war eine Wiederholung von Versuch1. Nach dem 
Zentrifugieren wurden im Filtrat 90 mg Trockensubstanz zuriickgefunden. 
Die Krampfgrenzdosis dieser Substanz war 0,225mg. Das Zentrifugat 
enthielt also etwa —-_ x 3 = 1200 Einheiten. 

>t) 

Es war auch in diesem Versuch kein Insulin von Kaolin adsorbiert. 

Bei den zwei folgenden Versuchen wurde ein ziemlich unreines 
Praparat benutzt. 


Versuch 3. 
300 mg Insulin, 500 Einheiten enthaltend, werden in 30cem 1/100 
Salzsiure gelést und wieder '/, Stunde mit 1 g Kaolin geschiittelt. 
Das Gewicht der Trockensubstanz war 275 mg; 2,75 mg dieser Trocken- 
substanz gaben bei Kaninchen Krimpfe; im Zentrifugat wurden hier nur 
275 
2,75 
Insulin zuriickgefunden. 


3 = 300 Einheiten, d. h. es wurden im Filtrate nur 60 Proz. vom 
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Versuch 4. 


° d 
Bei diesem Versuch wurden mit demselben Praparat, wie zum Versuch 3 d 

benutzt, im Zentrifugat nur 262 Einheiten zuriickgefunden, also etwa 

die Halfte der totalen Menge Insulins. 


Bei diesen unreinen Priparaten ist wohl etwas von Insulin an 


Kaolin adsorbiert. ¥ 

Im folgenden Versuch wurde eine fiinfmal gréBere Menge Kaolin 1 

benutzt. u 

Ve rsuch 5. s 

300 mg Insulin, 2250 Einheiten enthaltend, werden in 100 cem n/100 : 
Salzséure gelést. 

\ 


Nach Zusatz von 5g Kaolin wird 14 Stunde geschiittelt und dann 
zentrifugiert. . 

Das Zentrifugat wird auf 200 ccm verdiinnt und bei Kaninchen in- 
jiziert, dann dem EinfluB auf den Blutzuckergehalt nach 2 und nach 
4 Stunden nachgegangen. 


Als Beispiel, wie wir die Bestimmung vornahmen, diene die 
folgende Tabelle. 





Tabelle. 
Blutzuckergehalt 
Injiziert PR ars tes 
Nach 2 Stunden Nach 4 Stunden 

com Prom. Prom. 

0,6 Krampfe -- 

0,6 0,59 0,68 

0,6 Krampfe —- 

04 0,39 0,69 

0,4 Krampfe 

0,4 ri — 

04 0.94 0.93 

0,3 0,47 1,02 

0,3 Krampfe —_ 

03 0,72 1,02 

0,3 0,77 0,92 

0,3 Krampfe — 

Die Krampfgrenze liegt hier also etwa bei 0,3 ccm. Im Filtrat befinden 
2 
sich dementsprechend etwa 3 x rie = 2000 Einheiten. 


Demnach sind von den 2250 Ejinheiten etwa 2000 Einheiten im 
Zentrifugat zuriickerhalten. 


Versuch 6. 
Dieser Versuch in der iiblichen Weise mit 2250 Einheiten Insulin aus- 
gefiihrt, zeigte im Filtrat gleichfalls 2000 Einheiten; denn auch hier war 
die Krampfgrenze bei 0,3 ccm. 


Bekanntlich wird das Insulin von Natriumcarbonat nicht zersetz/. 
ts wurde deshalb auch noch ein Versuch unter den bekannten Be- 
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dingungen mit n/10 Natriumcarbonat angestellt, um zu sehen, ob 
das Insulin in alkalischer Lésung von Kaolin adsorbiert wird. 


Versuch 7. 


100 mg Insulin, 1150 Einheiten enthaltend, wurden in n/10 Natrium- 
carbonat gelést. Zur Erhaltung einer klaren Lésung muBten einige Tropfen 
einer konzentrierten Natriumcarbonatlésung zugesetzt werden. Diese 
Lésung wurde mit % g Kaolin versetzt, eine Viertelstunde lang geschiittelt 
und zentrifugiert. Das Filtrat wurde mit Salzsiure angesiuert, bis schwach 
sauer. Die Krampfgrenzdosis lag bei 0,25 mg. Im Filtrat wurden zuriick- 
gefunden + 850 Einheiten. 


Von den urspriinglichen 1150 Einheiten wurden nach dem Schiitteln 
von Kaolin mit Natriumcarbonat also 850 Einheiten im Zentrifugat zuriick- 
gefunden. 

In dieser Lésung, die neben Insulin auch Natriumcarbonat enthilt, 
wurde statt der Trockensubstanz der Stickstoffgehalt bestimmt ; zu gleicher 
Zeit auch der Stickstoffgehalt in der urspriinglichen Substanz. Die Anfangs- 
lésung enthielt 0,07 mg Stickstoff pro Kubikzentimeter.' Nach dem 
Schiitteln nur noch 0,049 mg Stickstoff pro Kubikzentimeter. Im Zentrifugat 
wurden also 70 Proz. des Stickstoffs zuriickgefunden. 

Da wir niemals bemerkt haben, da8B sich in reinen und unreinen 
Priparaten ein bedeutender Unterschied im N-Gehalt bemerkbar 
macht, kénnen wir aus dem N-Gehalt der Filtrate auf eine Trocken- 
substanz von etwa 70 Proz. der Anfangssubstanz schlieBen. 


Ill. Adsorption von Insulin an Kohle. 


Wie oben erwahnt, ist bekannt, daB Insulin von Kohle adsorbiert 
wird. Auch wir konnten dies bestatigen. 

Uns interessierte wegen der Frage der Reindarstellung besonders, 
ob das einmal adsorbierte Insulin wieder von der Kohle zu trennen ist. 
Ohne daB unsere Versuche eine endgiiltige Antwort hierauf gaben, 
haben wir den Eindruck, daB eine solcke Trennung nur in duBerst 
geringem Umfange méglich ist. 

Im Sinne unserer speziellen Fragestellung benutzten wir statt 
reiner Insulinlésungen Extrakte aus Pankreas gelegentlich der Dar- 
stellung von Insulin z. B. nach der ,,ersten Reinigung, wobei auBer 
dem Insulin noch EiweiB usw. vorhanden ist. Die Versuche hat im 
wesentlichen Kollege de Jongh in unserem Laboratorium ausgefiihrt. 


Versuch 1. 


Ein gereinigter Pankreasextrakt, enthaltend 60 Einheiten wird 
in 10 cem n/100 Salzsiure gelést, mit 1 g Noritkohle geschiittelt, und 
die Kohle abgesaugt. Das Filtrat wird auf 10 ccm gebracht. 

Die Reaktion war sauer gegeniiber Kongo. 

l ccm der Lésung verursachte, bei Kaninchen injiziert, keine Blut- 
zuckererniedrigung, also war alles Insulin von der Kohle adsorbiert. 
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Nun wurde der Niederschlag mit 10 cem n/100 Natronlauge ge- 
schiittelt. Das Filtrat reagierte gegen Lakmus neutral, so da Zer- 
setzung des Insulins durch die Natronlauge nicht zu fiirchten war; 
angefiillt bis 25cem. 2,5cem vom Filtrat ergaben, bei Kaninchen 
injiziert, keine Blutzuckererniedrigung. Also wurde das Insulin mittels 
Wasser vom py = 7 nicht von der Kohle gelést. 

Das Gewicht der feuchten Kohle war 3g; sie enthielt noch 2g 
Wasser. Zum Extrahieren mit 80 proz. Alkohol wurden 10 cem 96- 
und 10cem 80proz. Alkohol zugefiigt, geschiittelt und zentrifugiert. 
Die 8ccm vom Filtrat wurden aufgefiillt bis 10 cem. 

Ein Zehntel vom Filtrat bei Kaninchen injiziert, gab nach 2 und 
nach 4 Stunden keine Blutzuckererniedrigung. 

Nun wurde die Kohle geschiittelt mit 20ccem eines Puffers 
(Phosphatgemisch) vom py, = 8. 

Nach dem Zentrifugieren war das Filtrat 12 cem. Hierzu wurden 
13cem n/100 Salzsiure hinzugefiigt. Auch diese Lésung war, bei 
Kaninchen injiziert, wirkungslos. 

SchlieBlich wurde die Kohle in 25 cem Wasser suspendiert. 8 ccm 
dieser Suspension bei Kaninchen injiziert, gaben keine Blutzucker- 
erniedrigung. 

Bei diesem Versuch zeigt sich also, daB alles Insulin von der 
Kohle absorbiert worden ist und nachher weder von Wasser vom 
Py = 7, noch von 80proz. Alkohol, noch von Puffer vom py = 8 gelést 
wird. Ebensowenig ist das Gewebe imstande, das Insulin von der Kohle 
zu trennen. 

Nun wurde versucht, das Insulin von der Kohle mit Hilfe von 
Eisessig zu trennen. 

Versuch 2. 

Einmal gereinigtes Pankreasextrakt (60 Einheiten) wird mit 10 ccm 
destillierten Wassers und 1g Noritkohle im Mérser zusammen verrieben, 
und dann die Kohle abgesaugt. 

Darauf wird die Kohle mit Eisessig zusammen verrieben und wieder 
abgesaugt. Das klare Filtrat betrug 15ccem. Auf Zusatz von 15 ccm ab- 
soluten Alkohols zu 1 cem vom Filtrat, entstand kein Niederschlag, auch 
nicht beim Stehenlassen im Eisschrank. 

Die alkoholische Lésung wurde bei 37° stark eingeengt und mit Wasser 
aufgefiillt bis 5 ccm. 

4ccm der Lésung ergaben einen Blutzuckergehalt von 0,65 Prom. 

Mittels Eisessig war also nur ein ganz kleiner Teil von an Kohle 
adsorbiertem Insulin losgelést worden. 

Ein weiterer Versuch, wobei statt des einmal gereinigten Pankreas- 
extraktes der erste PreBlacksaft des mit saurem Alkohol angesetzten 
Pankreas benutzt wurde, ergab, daB nach Adsorption an Kohle durch 
Eisessig nur geringe Mengen Insulin, d. h. blutzuckererniedrigende 
Stoffe, abzulésen sind. 


‘ 
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Zusammenfassung. 

1. Weder bei der Dialyse, noch bei der Elektrodialyse geht Insulin 
durch eine Kollodiummembran. Nur Pergamentpapier l48t das Insulin 
in saurer Lésung in minimalen Spuren hindurch. 

2. Bei der Elektrodialyse wandert das in Salzsiure geléste Insulin 
samt EiweiB von der Anode zur Kathode. Hier flocken das Insulin und 
das EjiweiB teilweise aus. Jedoch bei (mehr oder weniger) unreinen 
Praparaten Insulin starker als EiweiB. 

3. Hat das Insulinpraparat eine gewisse Reinheit erreicht (0,05 mg 
pro Einheit),’ so findet mit Hilfe der Elektrodialyse keine weitere 
Trennung vom Eiweif mehr statt. 

4. Insulinlésungen mit etwa 0,06 mg Trockensubstanz pro Einheit 
werden in saurer Lésung von Kaolin nicht adsorbiert. 

5. Insulinpraparate gréBerer Unreinheit, mit 0,4 bis 0,5 mg Trocken- 
substanz pro Einheit, werden von Kaolin nur teilweise adsorbiert. 

6. Beim Schiitteln von Insulin in einer Natriumcarbonatlésung 
mit Kaolin wird der gréBte Teil (etwa 80 Proz.) des Insulins im 
Filtrat wiedergefunden. 

7. Insulin in mehr oder weniger gereinigten Pankreasextrakten 
wird von der Kohle in saurer sowie in neutraler Lésung adsorbiert. 

8. Nur sehr geringe Mengen Insulin kénnen durch 80proz. Alkohol 
oder durch Pufferlésungen von pq = 8 von der Kohle abgelést werden. 
Etwas mehr, aber auch recht wenig, laBt sich durch Eisessig abtrennen. 





Uber das Verhalten des Insulins gegeniiber 
Erhitzen und iiber einige seiner chemischen Eigenschaften. 


Von 


Elisabeth Dingemanse. 
(Aus dem pharmako-therapeutischen Institut der Universitat Amsterdam.) 


(Eingegangen am 22. Juli 1925.) 


So wie iiber die Dialysierbarkeit des Insulins (siehe die vor- 
hergehende Mitteilung) findet man auch iiber die Resistenz des Insulins 
gegeniiber Erhitzen in der Literatur keine iibereinstimmenden Angaben. 

Nach Dudley!) wird das Insulin in neutraler Lésung beim Er- 
wirmen wiahrend 10 Minuten im kochenden Wasserbad gréBtenteils 
zersetzt, aber gelést in n/10 Schwefelsiure, darf es ohne Schaden im 
kochenden Wasserbad 1 Stunde lang erhitzt werden. Erst nach 
langerem Erhitzen findet Verlust statt, jedoch so wenig, daB nach 
2 Stunden das Priparat noch den gréBeren Teil seiner Wirksamkeit 
besitzt. 

Erwarmen wahrend 1% Stunde auf 37° mit n/10 Natronlauge 
zersetzt das Insulin vollkommen, ebenso 10 Minuten Erwirmen im 
kochenden Wasserbad mit n/10 Natriumcarbonat. 

Von n/10 Natriumecarbonat wird es bei 37° viel langsamer zerstért ; 
es ist dann nach 2 Stunden noch ganz gut wirksam. 

Nach Angaben von Best und Macleod*) darf das Insulin wihrend 
10 Minuten und wahrscheinlich viel langer im kochenden Wasserbad 
erhitzt werden. 3 Minuten Kochen soll das Insulin ganz zersetzen. 

Piper, Allen und Murlin*) berichten, daB Kochen in 0,2 n Salz- 
siure wihrend 20 Minuten erlaubt ist. In einer anderen Publikation *) 
geben sie an, daB Insulin einstiindiges Erhitzen bei 80° ertrigt; das 
Resultat ist hauptsichlich vom p, abhingig. Beim p, von 6,2 bis 7 
scheint sogar eine erhéhte Insulinwirkung aufzutreten. Wird beim p, 


1) Biochem. Journ. 17, 376, 1923. 

2) Am. Journ. of Physiol.. 68, 390, 1923: 

3) Journ. of biol. Chem. 58, 321, 1924. 

*) Proc. Soc. exper. Biol. and Med. 20, 413, 1923. 
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von 4,4 bis 5,7 erhitzt, so wird die Insulinwirkung gewéhnlich ab- 
geschwicht. 

Nach Murlin, Clough, Gibbs und Stokes!) wird die Wirksamkeit 
von Insulinpriparaten nicht beeinfluBt durch schnelles Kochen in 
saurer Lésung und nachheriges Neutralisieren bis zur schwach sauren 
Reaktion. 

Endlich wird von Paulesco*) erwahnt,. da®B Pankreasextrakte 
unwirksam werden nach Erwirmen auf 70 bis 100°. Eine Temperatur 
unterhalb 50° wurde ohne Nachteil ertragen. 

Es wurde nun im hiesigen Laboratorium versucht, festzustellen, 
wie lange man das Insulin erhitzen darf, ohne daB das Priparat seine 
Wirksamkeit verliert; dies war gleichsam eine nétige Yorarbeit fiir 
Versuche mit starker wirkenden, das Insulin etwa verandernden Mitteln ; 
denn es wurde ferner der Einwirkung von Acethylchlorid, Essigsdure- 
anhydrid und von Benzoylchlorid auf Insulin nachgegangen, von der 
Vorstellung ausgehend, daB vielleicht die Reaktionsprodukte andere 
Wirksamkeit hatten. 

Hieriiber findet man, soweit mir bekannt, in der Literatur keine 
Angaben. 

Fiir die Erhitzungsversuche wurde das Insulin in n/100, n/10 oder 
25proz. Salzsiure gelést und wahrend wechselnder Zeiten erhitzt. Die 
Wirksamkeit des Insulins vor und nach dem Erhitzen wird, nach den 
im hiesigen Laboratorium iiblichen Eichungsmethoden an Kaninchen 
bestimmt [Feststellung der Krampfgrenzdosis, d.h. der Dosis, die bei 
der Mehrzah! von subkutan eingespritzten hungernden Kaninchen 
(+ 2 kg) Blutzuckersenkung innerhalb 4 Stunden von + 0,45 mg pro 
Kubikzentimeter bzw. Krampfe hervorruft}. 


I. Erhitzung von Insulin. 

Es wurde bei allen Versuchen von zwar verschiedenen, aber immer 
genau standardisierten Praparaten von Jnsulinum neerlandicum Organon 
ausgegangen. 

Versuch 1. 

Je 10cem einer Insulinlésung wurden 15 Minuten bzw. 30 Minuten 
und J] Stunde und 20 Minuten im kochenden Wasserbade erhitzt. Es zeigte 
sich nach der Injektion, daB alle Praparate noch ebenso stark wirksam 
waren, wie die urspriingliche Substanz. 

Nun wurde darauf das bereits 1 Stunde und 20 Minuten erhitzte 
Praparat noch '% Stunde gekocht. Auch nach dieser Behandlung hatte 
das Préparat noch nichts von seiner Wirksamkeit eingebiiBt. 

In allen Fallen, einschlieBlich bei derAusgangssubstanz, war 1,2 mg 


mid 


Trockensubstanz die ,,Krampfgrenzdosis“, also 1 E = 0,4 mg. 


‘ 
1) Journ. of biol. Chem. 56, 253, 1923. 
*) Arch. intern. de Physiol. 21, 71, 1923. 
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Versuch 2. 


Nun wurden 50 mg Insulin in 50 cem n/100 Salzsaéure gelést und wahrend 
30 Minuten auf dem Drahtnetz gekocht. Auch hier zeigte das Insulin nach 
der Erhitzung noch die gleiche Wirksamkeit. 


Versuch 3. 

50 mg von Insulin, wovon 0,13 mg = | Einheit war, wurden in 50 cem 
n/100 Salzsdure gelést und 1 Stunde lang auf dem Drahtnetz gekocht. 
Von dieser Lésung wurden 0,4 ccm, entsprechend 0,4 mg Trockensubstanz, 
injiziert. 

80 Proz. der Versuchstiere erreichten die Krampfgrenze. Also 
wurde das Insulin nach einstiindiger Erhitzung nicht zerstért. 


Versuch 4. 

Auch dieses Priparat, wovon 0,07 mg 1 Einheit war, wurde in 
n/100 Salzsdure gelést und jetzt 2 Stunden lang auf dem Drahtnetz 
gekocht. Die Krampfgrenzdosis war hier von 0,2 mg auf 0,4 mg Trocken- 
substanz heraufgegangen. 

Aus diesem Versuch zeigt sich, daB das Insulin nach zweistiindigem 
Erhitzen schwacher geworden ist, aber doch noch lange nicht unwirksam 
ist. Um zu sehen, ob der Sauregrad auch einen EinfluB auf die Zer- 
stérung des Insulins beim Kochen ausiibte, wurde ein Teil des Insulins 
wieder mit n/100, ein anderer Teil mit n/10 Salzsaure gekocht. 


Versuch 5. 

Je 50mg Insulin (0,13 mg = 1 Einheit) wurde in 50 cem n/100 bzw. 
n/10 Salzsdure gelést. Beide Lésungen wurden 2 Stunden lang auf dem 
Drahtnetz gekocht. 

Aus diesem Versuch ergab sich, daB das Insulinpraparat beim 
zweistiindigen Kochen in n/100 Salzsiure um ein Drittel schwacher ge- 
worden war. Die Krampfgrenzdosis war jetzt 0,6 mg. 

Dagegen war nach dem Kochen mit n/10 Salzsiure das Priparat 
ganz erheblich abgeschwiacht. 

Erst mit 2 mg Substanz eingespritzt, erreichten nur 50 Proz. der 
Versuchstiere die Krampfgrenze. 

Die Saure iibt also schon in dieser Konzentration einen ganz 
bedeutenden EinfluB auf die Zerstérung des Insulins beim Erhitzen aus. 


Versuch 6. 


25 mg Insulin werden in 10 cem 25 proz. Salzsiure gelést und 2 Stunden 
lang auf dem Drahtnetz gekocht. Nach dieser Behandlung war das Insulin 
fast wirkungslos geworden. Nur die Blutzuckerbestimmungen nach 4 Stunden 
wiesen manchmal noch auf eine ganz geringe Wirkung. 

Daraus ist auf eine Verzégerung, ja Vernichtung der Wirkung 
des Insulins zu schlieBen, verursacht durch das Kochen in 25proz. 
Salzsaure. 
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Versuch 7. 

25 mg Insulin, dessen Krampfgrenzdosis 0,2 mg war, wurde in 25 proz. 
Salzsiure gelést und 2 Stunden lang im Einschmelzrohr auf 120° erhitzt, 
dann neutralisiert, bis die Lésung schwach sauer war. 

Auch in diesem Versuche zeigte die Lésung, in gréBeren Dosen ein- 
gespritzt, nur noch 4 Stunden nach der Injektion Insulinwirkung. 

Z. B. ergaben 1,6mg bei Kaninchen injiziert, nach 2 Stunden einen 
Blutzuckergehalt von 0,86 Prom., nach 4 Stunden von 0,37 Prom. 

Auch hier tritt also wahrscheinlich eine Verzégerung der Wirkung 
des Insulins ein. Jedoch wurde bei Wiederholung dieser Versuche auch 
mehrere Male nach 4 Stunden tiberhaupt keine Wirkung mehr beob- 
achtet. 

Dieses Resultat scheint im Widerspruch mit der von Dohrn') ge- 
fundenen Tatsache, daB man ein wirksames Insulin erhalten kann, 
wenn frischer Pankreas in 25proz. Salzsiure unter Druck bei 120° 
erhitzt wird. Doch kann dieser Widerspruch auch nur scheinbar 
sein, weil das Insulin im Pankreasgewebe wohl viel mehr geschiitzt ist. 


Versuche zum Acetylieren yon Insulin. 


Es wurde versucht, das Insulin zu acetylieren, um zu sehen, ob 
vielleicht dessen Acetylverbindung auch eine viel starkere physiologische 
Wirkung zeigt als die Muttersubstanz, wie dies bei dem Cholin der 


Fall ist. 
Die fiir die Acetylierung nétige Erwirmung konnte das Insulin 
nach den vorhergehenden Versuchen vielleicht ohne Schaden ertragen. 


Versuch 1. 


25 mg Insulin, 375 Einheiten enthaltend, werden mit 100 mg Essig- 
siureanhydrid und 100 mg Natriumacetat 5 Minuten lang gekocht, dann 
schnell abgekiihlt, und das Acetanhydrid im Vakuum verdampft. Der 
Riickstand wird mit Benzol extrahiert, und das Benzol im Vakuum eingeengt. 
Vom Riickstand ging nur ein sehr geringer Teil in Lésung. Der gréBte 
Teil blieb unangegriffen zuriick. 

Beim Stehen scheidet sich aus Benzol eine braune amorphe Masse ab, 
die auch bei langerem Aufbewahren keine Kristalle gibt. Der Zersetzungs- 
punkt dieser Masse war 170 his 220°. 

Dieses deutet auf unverandertes Insulin. 

Um zu sehen, ob die Substanz noch Insulinwirkung besitzt, wird sie 
in 10 cem n/100 Salzséure gelést. Bei Kaninchen injiziert, gab diese Losung 
keine Blutzuckererniedrigung. 

Der in Benzol unlésliche Anteil wird gleichfalls in 25 ccm n/100 Salz- 
siure gelést, und auch diese Lésung zeigt keine Insulinwirkung. 


Versuch 2. 


¥% g Insulin wird mit 5ccm Essigséyreanhydrid und einem Tropfen 
Schwefelsiure 1 Stunde lang auf dem Wasserbade erhitzt. Darauf wird 


1) Therapie der Gegenwart 1924, S. 547. 
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ein wenig Eisessig hinzugefiigt. Ein groBer Teil des braunen, amorphen 
Niederschlages lést sich. 

Beim Verdunsten dieser Lésung wurde wieder eine amorphe Substanz 
ausgeschieden. 

Diese, gelést in n/100 Salzsiure, zeigte bei Kaninchen keine Insulin- 
wirkung. 

Der in Acetanhydrid und Essigséure unlisliche Anteil wurde erwarmt 
mit absolutem Alkohol. Ein ganz kleiner Teil ging in Lésung; der Alkohol 
eingeengt; es scheidet sich eine braune Masse aus, die auch bei langerem 
Stehen nicht kristallisiert. 

Der Riickstand aufgenommen in n/100 Salzsiure. Diese Lésung zeigte 
nur ein ganz minimale Insulinwirkung. Der in absolutem Alkohol unlésliche 
Teil war leicht léslich im 80proz. Alkohol. 

Der Alkohol wird verdampft, und der Riickstand gelést in n,100 Salz- 
siure. Diese Lésung zeigte ebenfalls eine geringe Insulinwirkung. 


Versuch 3. 

300 mg Insulin werden mit 1 ccm Essigséureanhydrid, 1 ccm Acetyl- 
chlorid und 1 Tropfen Schwefelsiure im siedenden Wasserbad einige 
Minuten lang erhitzt, und dann das Essigséureanhydrid und das Acety!- 
chlorid im Vakuum verdampft. 

Der amorphe Riickstand wird in Wasser aufgenommen, nur ein kleiner 
Teil geht in Lésung. 

Die Fliissigkeit im Vakuum eingeengt, zeigte keine Kristalle, nur eine 
braune Masse, die, in Salzséure gelést, keine Blutzuckererniedrigung gab. 

Der im Wasser unlésliche Anteil wurde gleichfalls in n/100 HCl gelést 
und zeigte nach der Injektion ebensowenig eine Insulinwirkung. 


Bei den obengenannten Versuchen wurde also weder eine neue 
Substanz erhalten, noch eine starkere physiologische Wirkung beob- 
achtet. Im Gegenteil, es wurde die Muttersubstanz, das Insulin, fast 
vollig zerstért. 

Benzoylieren von Insulin. 


Die Benzoylierung geschah nach Schotten-Baumann, nur wurde 
statt 10proz. Natronlauge eine gesattigte Sodalésung benutzt. 


300 mg Insulin wurden mit Benzoylchlorid und Sodalésung einige 
Zeit geschiittelt. Das Insulin schwimmt auf der Fliissigkeit; filtrieren und 
das Filtrat im Vakuum einengen. Das Natriumbenzoat scheidet sich aus. 
Es wird nun mit Ather extrahiert, worin nichts gelést wird. 

Darauf wird schwach angesiuert, und die Benzoesiure mit Ather 
extrahiert, die wasserige Fliissigkeit eingedampft und mit Alkohol extrahiert. 
Der Alkohol eingeengt, wobei sich nur ein wenig Kochsalz abscheidet. 

Der nach dem Benzoylieren abfiltrierte Riickstand war dem Aussehen 
nach unveraindertes Insulin. Er wurde in n/100 Salzsaéure gelést und zeigte, 
bei Kaninchen injiziert, nur eine geringe Blutzuckererniedrigung. 


Zusammenfassung. 
1. Insulin, in n/100 Salzsiure gelést, wird beim Kochen wihrend 
1 Stunde nicht zersetzt. Nach 2 Standen hat es |}, bis '/, seiner 
Wirksamkeit eingebiiBt. 





Ve 
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2. In n/10 Salzséure gelést, ist die Wirksamkeit nach zwei- 
stiindigem Kochen ganz erheblich abgeschwicht. 

3. Beim Erhitzen von Insulin in 25proz. Salzsdure, ist seine 
Wirksamkeit nach zweistiindigem Erhitzen fast véllig verschwunden. 
Das gleiche ist der Fall beim Erhitzen wihrend 2 Stunden auf 120° in 
zugeschmolzenem Rohre. Ganz unwirksam ist das Priparat jedoch 
auch dann noch nicht. 

4. Beim Acetylieren sowie beim Benzoylieren wurde keine neue 
Substanz und ebensowenig eine erhéhte physiologische Wirkung beob- 
achtet. Im Gegenteil war die Insulinwirkung nach der fiir diese 
Prozesse nétigen Behandlung fast vdéllig verschwunden. 





Uber eine Substanz, 
die imstande ist, den Augendruck herabzusetzen. II. 


Von 
L. K. Wolff und S. E. de Jongh. 


(Aus dem pharmako-therapeutischen Laboratorium der Universitat 
Amsterdam.) 


(Eingegangen am 22. Juli 1925.) 


In einem ersten Aufsatz') haben wir Messungen des Augendrucks 
beim Kaninchen mit Insulinkrampfen mitgeteilt. Bekanntlich haben 
P. Krause und Heine festgestellt, daB im Koma diabeticum der Augen- 
druck stark sinkt. Auf Grund einer gelegentlichen AuBerung von 
Prof. Krause haben wir uns die Frage vorgelegt, wie wohl der Augendruck 
in einem Zustande sich verhalt, der im gewissen Sinne das Gegenteil 
vom Koma diabeticum ist. Wir fanden, daB beim Kaninchen mit 
Blutzuckererniedrigung aber ohne Krémpfe der Augendruck nicht 
verindert war, daB auch wahrend des Krampjstadiums keine Anderung 
dieses Druckes auftrat, wohl aber dann nach den Krampfen sich regel- 
maBig eine sehr erhebliche Erniedrigung einstellte. Weiter hat sich 
dann bei unserer Untersuchung gezeigt, daB diese Druckerniedrigung 
mit dem Insulin an sich wohl nichts zu tun hat, da auch die gleiche 
Erscheinung regelmaBig auftrat, wenn andere krampferregende Gifte 
gebraucht waren (Pikrotoxin, Kokain, Strychnin, Campher). 

Rémer hatte friiher gezeigt, daB die Druckerniedrigung beim Koma 
diabeticum mittels Serums eines solchen Patienten durch intravendse 
Einspritzung auf Kaninchen iibertragen werden kann. 

Wir haben darum untersucht, ob nicht Ubertragbarkeit sich 
bei unserer Krampftieren zeigen lie}; in der Tat konnten wir mit 
intravenéser Einspritzung von solchem ,,Krampfserum“ bei normalen 
Kaninchen und Hunden Augendruckerniedrigung hervorbringen. Die 
Druckerniedrigung trat niemals sogleich ein, sondern erst nach Verlauf 
mehrerer Stunden, sie konnte sehr lange dauern, 24 bis 48 Stunden, 
ja noch langer anhalten. Die Tiere waren dabei im iibrigen ganz normal, 
nur traten immer Temperatursteigerungen auf. Solche machten sich 
auch nach subkutaner Einspritzung geltend, obwohl dann die Druck- 
erniedrigung des Auges ebenso wie nach subkonjunktivaler und intra- 


1) Klin. Wochenschr. 8, 1925. 
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okularer Einspritzung ausblieb'). Blutdruck und Atem bleiben von 
der Einspritzung ganz unbeeinflubt. Wir konnten schon in unserer 
vorigen Mitteilung berichten, daB die Durchschneidung des Grenz- 
stranges mit oder ohne Exstirpation des Ganglion cervicale supremum 
auf die Druckerniedrigung keinen EinfluB hatte. Endlich hatte sich 
herausgestellt, daB das druckerniedrigende Prinzip vom Serumeiweif 
mittels kolloidalen Eisenhydroxyds zu trennen, und der Stoff mittels 
Dialyse zu reinigen war. 

In der vorliegenden Arbeit wollen wir unsere weiteren Unter- 
suchungen tiber Eigenschaften und Wirkungsweise dieses merkwiirdigen 
Stoffes mitteilen. 

Aus Bequemlichkeit haben wir das Prinzip Antitonon genannt. 

Wir erwaihnten bereits in unserer ersten Mitteilung, daB wir ungeren 
Stoff fiir identisch halten mit dem Stoffe, der im Serum beim Koma 
diabeticum enthalten ist, und der ebenfalls eine Augendruckerniedrigung 
hervorruft. 

Rémer hat bereits von diesem Stoff nachgewiesen, daB er nicht 
mit irgend einer organischen Saure (Acetessigsiure, Oxybutterséure) und 
auch nicht mit Aceton identisch ist. Obwohl es a priori wenig wahr- 
scheinlich war, daB unser Stoff eins der bekannten organischen Amine 
sei, haben wir uns doch davon iiberzeugt, daB einige organische Amine 
(wie Histamin und Guanidin) und ferner ein Gemisch von Tyramin 
und Histamin (Tenosin) keine Wirkung auf den Augendruck ausiiben. 
Der Druck wurde mit dem Schiétzapparat am kokainisierten Auge 
gemessen, die Ziffern der Tabelle geben die unmittelbar abgelesenen 
Zahlen ohne weitere Umrechnung auf andere MaBe an; je gréBer die 
Zahl, um so kleiner der Druck. 

Histamin. 
Kaninchen 92, intravenés 44 mg Histamin. 
Vor dem Versuch 
Nach 4 Stunden 
a ” 
Guanidin. 
Kaninchen 140, intravends 10 cem 4proz. 
Vor dem Versuch 
Nach 5 Stunden. 
error NS 

» '2 ” gia! ar grab 

Kaninchen 211, intravenéds 10 cem 4proz. 
Vor dem Versuch 
Nach 5 Stunden. 
»» 7 » ; 


” 12 * 


uanidinnitrats. 


~ 
es op 


— 


juanidinnitrats. 


~1 «1 +] «J 


') Nach weiterer Reinigung des ,,Antitonons‘‘ war die Einspritzung 
von keiner oder nur sehr geringer Temperaturerhéhung gefolgt. 
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Tenosin. 


Kaninchen 126, intravenés 4% ccm Tenosin. 
Vor dem Versuch 

Nach 4 Stunden . — 

<, a e < dae eh a, 


Ferner haben wir noch Tetrahydro-8-Naphthylamin gebraucht, ein 
Stoff, der bekanntlich einen starken Einflub auf den Sympathicus hat. 
Kaninchen 8, 10 mg Tetrahydro-f-Naphthylamin intravenés. 
Vor dem Versuch : 8 


Nach 5 Stunden . 7 
7 


-JI 


~~] «] 


6 
Kaninchen 13, 10 mg Tetrahydro-f. Naphthy lamin intravendés. 


Vor dem Versuch .. 7 oS 8 
Nach 5Stunmden...... 7 8 
wo 9 7% 8 


Zweitens haben wir untersucht, ob das Antitonon auBer im Wasser 
auch noch in organischen Stoffen léslich sei. Wir fanden, daB der Stoff 
in 96 proz. Alkohol, Ather, Aceton und Petroldther unléslich ist. Nach 
dieser Behandlung war das Antitonon noch vollig wirksam. 

20 cem Kaninchenkrampfserum (mit Antitonon) wurde mit kollo- 
idalem Eisenhydroxyd vom EiweiB befreit, danach wurde die Fliissigkeit 

; dialysiert und bei 30°C eingedampft. Der Rest wurde nun zuerst mit 
20 cem Alkohol (A), danach mit 20 cem Ather (B), dann mit 20 cem 
Aceton (C) und schlieBlich mit 20 cem Petrolaither (D) extrahiert. Alle 
diese Extrakte wurden eingedampft und in 8ccm Aqua dest. 
gelést. Der Rest nach der Extraktion wurde ebenfalls in Wasser 


gelést (E). 
Kaninchen 26, intravenés eingespritzt mit A. (Alkoholextrakt). 
Vor dem Versuch ..... 7 8 
Nach 6Stunden...... 7% 8 also negativ. 
Kaninchen 13, intravenés eingespritzt mit B (Atherextrakt). 
Vor dem Versuch ..... 6% 6% 
Nach 6Stunden...... 7% 8 also negativ. 
Kaninchen 7, intravenés eingespritzt mit C (Acetonextrakt). 
Vor dem Versuch ..... 7 7 
Nach 6Stunden...... 6 6 negativ. 
Kaninchen 202, intravenés eingespritzt mit D (Petrolatherextrakt). 
Vor dem Versuch ..... 6 6 
Nach 6Stunden...... 6% 7 negativ. 
Kaninchen 104, intravenés eingespritzt mit E (Rest). 
Vor dem Versuch ..... 7 7% : 
Nach 6 Stunden... .. . 16 1314 positiv. 


Des weiteren untersuchten wir, ob das Antitonon in verdiinntem 
Alkohol ‘islich ist. 
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Zu diesem Zwecke wurde Antitononlésung aus Hundeserum (durch 
kurzes Aufkochen von den letzten Spuren Eiweif befreit) eingedampft 
und mit 30-, 50- und 80proz. Alkohol extrahiert. Diese Alkohollésungen 
wurden dann wieder eingedampft und in physiologischer Salzlésung 
aufgenommen. Die Versuche ergaben, daB Antitonon in 30- und 50 proz. 
Alkohol wohl, in 8Oproz. Alkohol nicht léslich ist. 


Kaninchen 41, eingespritzt mit Extrakt von 80 proz. Alkohol. 


Vor dem Versuch ..... 6 7 

Nach 5Stunden...... 8% 8 negativ. 
Kaninchen 76, eingespritzt mit Extrakt von 50proz. Alkohol. 

Vor dem Versuch ..... 5 7 

Nach 5 Stunden. ..... 12 12 positiv. 
Kaninchen 13, eingespritzt mit Extrakt von 30proz. Alkohol. 

Vor dem Versuch ..... 5& 6 

Nach 5 Stunden. .... . 16 17 positiv. 


Wir stellten weiter fest, daB die geringen Mengen EiweiB, die nach 
der Behandlung mit kolloidaler Eisenhydroxydlésung noch vor- 
handen waren, durch Aufkochen, ev. mit ein paar Tropfen verdiinnter 
Essigsiure, entfernt werden konnten, ohne daB das Antitonon geschddigt 
wurde. 


Kaninchen 202, eingespritzt mit 9ccm ganz entweiBtem Krampfserum. 


Vor dem Versuch ; oa 7% 
Nach 6 Stunden..... . 12 12 
7 12 14 


Die Antitononlésungen, die wir fiir unsere weiteren Versuche 
gebrauchten, wurden auf obige Weise vollistandig von Eiweib befreit ; 
wir bekamen dabei sogar den Eindruck, als ob die Wirksamkeit des 
Priparats hierdurch sogar etwas erhéht wurde. 

Antitonon kann wihrend eines kurzen Augenblicks gekocht werden, 
vertragt jedoch kein langes Kochen, die Wirksamkeit nimmt dann sehr 
stark ab. 

Folgende Versuche wurden an jungen Hunden gemacht, die sehr 
stark reagieren. Es wurde ihnen | ccm eingedampftes Antitonon 
(= 5cem urspriingliches Serum) eingespritzt. 


1. Einen Moment aufgekocht, um Eiwei8 zu entfernen. 
Vor dem Versuch ..... 8% 8, 
Nach 5Stunden.....>20 > 20 

t Am niachsten Nachmittag. . 13 15 

2. 5 Minuten gekocht in einem Wasserbade. 
Vor dem Versuch .... . 10 11% 
Nach 5 Stunden...... 12 13 
Am niachsten Tage. .... 7% 7% 

3. 10 Minuten gekocht. 

Vor dem Versuch ..... 8 9 
Nach 5 Stunmden...... 10 11 


Am nachsten Tage . 
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4. 15 Minuten gekocht. 


Vor dem Versuch ..... 7 7 

Nach 5Stunden...... 8% 14 (Das Auge war vorher 

Am niichsten Tage... . . 7% ES 
5. 20 Minuten gekocht. 

Vor dem Versuch ..... 6% 7 

Nach 5Stunden...... 9 9 

Am niichsten Tage. .... 6 6 


Antitonon vertrdgt den EHinfluB von Sdure, jedoch nicht den von 
Alkali. 2 cem von der obenerwahnten Lésung wurden mit 2 cem nor- 
malem HCl bzw. NaOH zusammengebracht; nach 1 Stunde wurde die 
Fliissigkeit genau neutralisiert, und zwar mit normalem NaOH bzw. 
HCl, und dann einem Kaninchen eingespritzt. 


Kaninchen 211, mit (saurem) Antitonon eingespritzt. 


Vor dem Versuch ..... 7% 8, 
Nach 5Stunden...... 8 8 
és 8 ie pie. & ie eC 12 
Kaninchen 85, mit (saurem) Antitonon eingespritzt. 
Vor dem Versuch ..... 6% 6 
Nach 5Stunden...... 14 16 
Kaninchen 126, mit (alkalischem) Antitonon eingespritzt. 
Vor dem Versuch ..... 6 5 
Nach 5Stunden...... 8 S 
9° 8 = , as oe 8 
Kaninchen 167, mit (alkalischem) Sinatbidians eingespritzt. 
Vor dem Versuch ..... 6 6 


Nach 5 Stunden . : 7 7 

Kaninchen 18, mit (alkalischem) Steed eingespritzt. 
Vor dem ie 5% 
Nach 5Stunden...... 4 5% 


Wir haben auch noch untersucht, ob das durch Alkali zerstérte 
Antitonon durch Uberma®B Saure regeneriert werden kénnte; das 
war aber nicht der Fall. 

Das Antitonon vertrigt den EinfluB von Jod in der Kalte; jedoch 
wird es zerstért, we.n man es nur einen Augenblick mit Jod aufkocht. 


Kaninchen 36, 5 ccm Antitonon [5/1')] mit Jodtinktur, bis es deut- 
lich braun ist. Nach 1 Stunde eingespritzt. 
Vor dem Versuch ..... 5% 6% 
Nach 5 Stunden. ...... 12 15 
Hund 4, eingespritzt mit 1 cem (5/1) Antitonon, das man mit 2 Tropfen 
Jodtinktur einen Augenblick aufgekocht hat. 
Vor dem Versuch ..... 8 8 
Nach 5 Stunden 
Am niachsten Tage . 


- 
~~ & 

_— 
| 


1) (5/1) bedeutet, daB die Antitononlésung aus 5mal so viel Serum 
bereitet ist. 
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Durch Behandlung mit Sublimat wird das Antitonon nicht ge- 
schadigt. 

Kaninchen 114, 2 ccm Antitonon (5/1) werden mit 0,1 ccm geséttigter 
Sublimatlésung behandelt und nach | Stunde eingespritzt. 


Vor dem Versuch ..... 6 6 
Nach 5 Stunden ...... 12 10 


Antitonon kann von aktiver Kohle absorbiert werden; wie das bei 
den meisten Kolloiden der Fall ist. Man braucht aber zu dieser Ab- 
sorption ziemlich viel Kohle. 


4cem (5/1) Antitonon wurde mit 100 mg Supra-Norit und 16 cem 
Salzlésung zusammen gebracht und geschiittelt; nach der Filtration wurde 
die eine Halfte hiervon Kaninchen 211, die andere Halfte Kaninchen 9 
eingespritzt. 
Kaninchen 211. 
Vor dem Versuch 
Nach 5 Stunden 
Kaninchen 9. 
Vor dem Versuch ..... 7 6 
Nach 5Stunden...... 9 10 


Wurden aber 4 ccm (5/1) Antitonon mit 400 mg Supra-Norit und 16 cem 
Salzlésung geschiittelt und nach dem Zentrifugieren eingespritzt bei zwei 
Kaninchen (bei jedem die Halfte), dann konnte man konstatieren, da 
das Antitonon ganz absorbiert war. 


Kaninchen A. 
Vor dem Versuch 
Nach 5 Stunden 
Kaninchen B. 
Vor dem Versuch 
Nach 5 Stunden 


Antitonon wird nicht vom elektrischen Strom mitgefiihri, hat also 
praktisch keine Ladung. 


4cem Antitonon (1/5) wurden verdiiant mit 16 ccm Aqua dest. und in 
einem Elektrolyseapparat, der mit Kollodiummembran versehen war, 
24 Stunden lang bei 110 Volt elektrolysiert (Platinelektroden). 

Nach 24 Stunden dampften wir die beiden AuBenfliissigkeiten (-+ 
bzw. —-) und die beiden Innenfliissigkeiten, jede fiir sich ein und spritzten 
sie vier Kaninchen ein. 

Man erhielt somit A + auBen, B auBen, C + innen, D innen. 
Die zwei letzten hatten Wirkung und zwar genau die gleiche, die zwei 
ersten nicht. 

Kaninchen 74, mit A eingespritzt. 

Vor dem Versuch ..... (ein Auge) 
Nach 5 Stunden 
Kaninchen 241 mit B eingespritzt. 
Vor dem Versuch 
Nach 5 Stunden 
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Kaninchen 30 mit C eingespritzt. 
Vor dem Versuch ..... 6 
Nach 5Stunden...... 15 
Kaninchen 92 mit D eingespritzt. 
Vor dem Versuch 
Nach 5Stunden......17 


= 
‘ 


Im AnschluB an das bisher besprochene haben wir in einer 
Tabelle die chemischen Eigenschaften des Antitonons zusammengestellt. 
Unter Hinheit des Antitonons ist diejenige Menge zu verstehen, die bei 
“inspritzung in die Vene eines Kaninchens von ungefihr 2 kg eine 
Erniedrigung des Augendrucks ergibt von mindestens vier Strichen 


gemessen mit dem Tonometer von Schidtz. 


6% 
16 


8 
16 


Léslich in Wasser, in 30- und 50proz. Alkohol. 


Unléslich in starkem Alkohol, in Ather, Petrolither und Aceton. 
Wird aus wasserigen Lésungen von Alkohol niedergerissen, ohne 
an Wirkungskraft zu verlieren; es kann auf diese Weise noch weiter 


gereinigt werden. 


Thermolabil. Vertragt jedoch einmaliges Aufkochen. 
Sduren. Vertragt Einwirkung von Sauren. 
Alkalien. Wird von Alkalien zerstért und ist durch Saure nicht 


zu regenerieren. 


Antitonon ist ein Kolloid, dialysiert nicht, wird vom elektrischen 
Strom nicht tibergefiihrt. Antitonon wird von aktiver Kohle absorbiert. 
Schwere Metalle usw. Kein Niederschlag mit Sublimat oder Jod- 
Quecksilber-Jodkali. Kein Niederschlag mit Pikrinsiure, kein Nieder- 


: schlag mit Phosphorwolframsaure'). 


Reaktion nach Fehling negativ, auch nach Kochen mit Saure. 
Reaktion nach Pauli und Biuretreaktion negativ. 
Ninhydrinreaktion positiv. Jodium wird in der Kalte vertragen ; 
in der Warme wird das Antitonon durch J zerstért. — 
Wir haben ferner Untersuchungen angestellt, um uns naher tiber 
die Wirkungsweise des Antitonons zu orientieren. 
Mitteilung gaben wir bereits an, daB Durchschneidung des Hals- 
| sympathicus auch mit Exstirpation des Ganglion cervicale supr. 


keinen EinfluB auf den Vorgang hat. 
4 s 


Zusammenselzung: Enthalt weder P noch 8, héchstens 0,006 bis 
0,009 mg N pro Einheit. Aschegehalt héchstens 0,02 mg pro Einheit. 
& Trockensubstanz héchstens 0,1 mg pro Einheit. 


In unserer ersten 


1) In einer in Holland erschienenen Mitteilung von uns gaben wir an, 
| daB unser Stoff mit Pikrinséiure und Phosphorwolframséure einen Nieder- 
schlag gab. Nach weiterer Reinigung hat sich aber herausgestellt, da® diese 
Niederschlige von Beimischungen herriihrten. 


_— 
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Theoretisch lassen sich verschiedene Méglichkeiten annehmen, wie 
die Druckerniedrigung mechanisch zustande kommt. 
ZufluB des Kammerwassers ist normal. Abflu8 nimmt zu. 
- - - nimmt ab. AbfluG ist normal. 


l. 

9 

2. 

3. -” - - s fe = nimmt zu. 

4 zu. - » noch mehrzu, 


Die folgenden Versuchsreihen machen es wahrscheinlich, daB, 
wenigstens beim Kaninchen, die vierte Annahme die richtige ist. 

A. Spritzt man einem Kaninchen Fluoresceinkalium in die 
Blutbahn, dann farbt sich nach einiger Zeit das Kammerwasger, und 
um so starker, je schneller der Fliissigkeitsstrom ist. Zwei Kaninchen 
spritzten wir 2ccm 5 Proz. Fluoresceinkalium in die Ohrvene; dem 
einen waren morgens 2ccm 5/1 Antitonon eingespritzt, dem anderen 
nicht. Im Augenspiegelzimmer zeigte sich bei der Beleuchtung 
mit einem sehr starken, feinen Lichtbiindel (Wolframbogenlampe), daB 
das normale Kaninchen 10 Minuten nach der Einspritzung eine geringe 
griine Farbung der Augenkammerfliissigkeit hatte; bei dem Kaninchen 
mit dem niedrigen Augendruck war diese griine Fiirbung jedoch viel 
deutlicher. Die ganze Augenkammer war mit leuchtend griiner Fliissig- 
keit gefiillt. Die Wiederholung des Versuchs an zwei anderen Kaninchen 
ergab das gleiche Resultat. 

B. Die vordere Augenkammer bei einem Kaninchen mit niedrigem 
Augendruck stellt sich ebenso schnell wieder ein, wie bei einem normalen 
Kaninchen ; zeitweise wird der Druck bei allen beiden normal ; nach einigen 
Stunden ist der Druck bei dem Antitonontier wieder niedriger geworden. 

Den Kaninchen 74 und 30 spritzten wir am Morgen 2 ccm 5/1 Antitonon 
ein; bei diesen Kaninchen wie auch bei den normalen Kaninchen 14 und 241 
wird das Kammerwasser mit einer sehr feinen, scharfen Kaniile punktiert. Nach 
10 Minuten ist bei allen vier die vordere Augenkammer wieder vorhanden. 

Nach 30 Minuten und 5 Stunden 30 Minuten wird der Augendruck 
gemessen. 





Kaninchen Nach 30 Minuten Nach 5 Stunden 30 Minuten 


Niedriger Augendruck 
74 


18 —_— 
30 14 II 

Normaler Augendruck 

9 10 


241 : : 5 8! (rot entziindet) 

C. Das Kammerwasser eines Kaninchens mit niedrigem’ Augen- 
druck enthalt viel mehr Eiweif als das eines normalen Kaninchens. 
Zu diesem Versuch wurden ganz unbehandelte Kaninchen genommen. 
0,2 com Kammerwasser wurden mit 0,4 cem Esbachreagens gemischt ; 
bei dem Kammerwasser des normalen Kaninchens entstand eine leichte 
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Triibung, bei dem des Kaninchens mit niedrigem Augendruck ein 
dickes Prazipitat. Durch diese Versuche haben wir sicher bewiesen, daB 
der ZufluB des Kammerwassers zugenommen hat. Eo ipso muB somit 
der AbfluB auch stark zugenommen haben. Wir haben nun ahnliche 
Versuche angestellt bei Hunden und hier andere Resultate gefunden. 
Beim Fluoresceinversuch war das Kammerwasser nicht starker gefirbt 
als beim Normaltier; ebenso war auch der EiweiBgehalt des Antitonon- 
tieres nicht gestiegen. 

Beide Versuche wurden zweimal an verschiedenen Tieren an- 
gestellt. Wie sich also der ProzeB beim Hunde abspielt, kénnen wir 
nicht sagen. Sicher ist der ZufluB nicht vermehrt; ob er aber ver- 
mindert ist oder gleich stark geblieben, in welchem Falle der Abflub 
dann vermehrt sein mubte, wigsen wir nicht. —- 

Wir haben auch untersucht, wie sich der Druck der Lumbalfliissigkeit 
bei mit Antitonon eingespritzten Hunden verhalt; die Abscheidung des 
Kammerwagsers durch das Corpus ciliare wurde ja gelegentlich mit 
der der Cerebrospinalflissigkeit verglichen. 

Bei zwei normalen Hunden in Athernarkose betrug der Druck der 
Lumbalfliissigkeit 14 bzw. 11 cem. 

Bei einem Hunde mit niedrigem Augendruck (aus demselben Neste 
und von gleicher GréBe wie die normalen Hunde) betrug der Lumbal- 
druck 15 cem (Augendruck vor dem Versuch 7, 7; vor der Lumbal- 
punktion 12, 13). Ein verringerter Druck der Cerebrospinalfliissigkeit 
wurde also nicht wahrgenommen. — 

SchlieBlich untersuchten wir, ob in den Organen (also nicht nur 
im Serum) eines Hundes mit Insulinkrampfen auch Antitonon vor- 
handen sei. 

Hierzu wurde ein solcher Hund in Narkose aus der Carotis ent- 
blutet; zugleich spritzten wir physiologische Salzlésung in die Vena 
jugul., bis das Blut aus der Carotis beinahe farblos abfloB. Leber, 
Muskeln und Gehirn wurden fein zermahlen und mit physiologischer 
Salzlésung 2 Tage lang bei Zimmertemperatur unter Toluol extrahiert. 
Die Lésungen wurden filtriert, mit kolloidalem Eisenhydroxyd be- 
handelt, wieder filtriert, kurz aufgekocht, wieder filtriert, bei 37° C 
eingedampft, dialysiert und schlieBlich intravenés eingespritzt. 


1, Leberextrakt (= '/, Leber). Dem Kaninchen 21 (hat nur ein Auge) 


Vor dem Versuch ..... 7 - eingespritzt. 
Nach 5 Stunden. ..... 12 ~- 

2. Gehirnextrakt (= % Gehirn). Dem Kaninchen 44 eingespritzt. 
Vor dem Versuch ; 6 6 
Nach 5Stunden...... 6 6 

3. Muskelextrakt (= 50g). Dem Kaninchen 211 eingespritzt. 
Vor dem Versuch ..... 6% 7% 


Nach 5S8tunden...... 13 12 





ee PE 
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Leber und Muskeln waren also positiv, Gehirn negativ. 

Endlich sei erwihnt, daB Einspritzung von Antitonon an einem 
Kaninchen, das spontanes Glaukom mit deutlicher Druckerhéhung 
(Schiétz) hatte, den Augendruck fiir einige Tage normal werden lieB. Die 
weitere therapeutische Verwendung, auch beim Menschen, wird gepriift. 


Zusammenfassung. 

Im AnschluB an eine friihere Mitteilung iiber eine augendruck- 
erniedrigende Substanz, die gewonnen wird aus Serum von Krampf- 
tieren, wurde den chemisch-physikaliscien Eigenschaften dieses ,,Anti- 
tonons nachgegangen. Demnach ist das Antitonon eine kolloidale 
Substanz, die weder P noch S enthalt, keine Eiweib-, Kohlenhydrat- 
oder Alkaloidreaktionen gibt, nicht kochbestandig ist, gegen Siuren 
bestindig und gegen Alkalien unbestandig ist. 

Was die Wirkungsweise anbelangt, so stellte sich durch drei ver- 


schiedene Versuchsanordnungen heraus, daB wenigstens beim Kaninchen 
die Abfuhr des Kammerwassers vermehrt ist, wihrend beim Hunde 
andere Verhaltnisse vorliegen. Zur Zeit des niedrigen Augendrucks 
wurde beim Hunde kein niedriger Lumbaldruck gefunden. 

Extrakte mit physiologischer Salzlésung aus Leber und Muskeln 
eines Insulinkrampftieres bereitet, in derselben Weise wie Blut ent- 


eiweiBt und weiter gereinigt, gaben ebenfalls Augendrucksenkung, 
Gehirnextrakt nicht. 

Die therapeutische Verwendung beim Glaukom des Menschen 
soll versucht werden. — 








Photoaktivierung von Vitamin A, Cholesterin, 
von Fetten und anderen Substanzen durch Ultraviolettstrahlen. 


Von 


S. Hamano. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Instituts fiir physikalische und 
chemische Forschung zu Tokio.) 
(Eingegangen am 23, Juli 1925.) 


Mit 9 Abbildurgen im Text. 


Vor zwei Jahren hat K. Takahashi!) zum ersten Male beobachtet. 
daB das von ihm dargestellte ,,Biosterin’ (gereinigtes Vitamin-A- 
Praparat) in vollkommener Dunkelheit auf photographische Platten 
wirkt (Abb. 1). Gleich darauf hat der Verfasser gemeinsam mit ihm 





Abb. 1. Biosterin (nach Takahashi). 


gefunden, daB diese Lichtwirkung durch Bestrahlung mit ultraviolettem 
Licht bedeutend verstirkt wird. Ferner wurde festgestellt, daB 
Cholesterin, Olivenél usw., welche urspriinglich nur schwache oder 


1) Journ. Chem. Soc. Japan 44, 59; Journ. of the Institute of Phys. 
and Chem. Research 8, Nr. 6 (Dezember 1924), 8. 693 bis 761. 
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kaum merkbare Wirkung haben, durch Bestrahlung stark aktiviert 
werden, wahrend andere Substanzen, wie Starke, Zucker, Amino- 
siuren usw., keine solche Eigenschaften zeigen. 

Dieser merkwiirdige Befund wurde Ende Dezember 1924 von 
Takahashi in der Japanischen agrikultur-chemischen Gesellschaft 
vorgetragen. Leider ist er kurz nachher gestorben, so dab der Ver- 
fasser das Studium weiter fortgesetzt hat, um diese Versuche zu er- 
weitern und zu vervollstandigen. 

Es ist eine wohlbekannte Tatsache, dab die ultraviolette Strahlung 
auf die Ernahrung der Tiere, besonders auf die Heilung von Rachitis 
einen groBen EinfluB hat. In neuester Zeit ist sogar eine interessante 
Beobachtung von Steenbock, Hess und Rosenheim u. @.') mitgeteilt, 
daB rachitische Ratten nicht nur durch direkte Ultrastrahlen, sondern 
auch durch bloBes Zusammenbringen mit den ultrabestrahlten Ratten 
in einem Kafig von der Krankheit geheilt werden. Ferner wurde be- 
richtet, daB Cholesterin durch Bestrahlung die antirachitische Wirkung 
entfaltet. Das kiinstliche Futtergemisch soll nach den oben genannten 
Autoren durch Bestrahlung gegen Rachitis wirksam werden. 

Wie kann man diese Erscheinung erklaren, wenn dies tatsachlich 
der Fall ist ? 

Takahashi hat schon darauf aufmerksam gemacht, da die eigent- 
liche Wirkung des ,, Biosterins“ auf Tiere mit der Photoaktivitat beinahe 
parallel geht. Geht die Vitaminwirkung des Biosterins verloren, so 
hért die Photoaktivitat ebenso auf. Er nahm deshalb an, dab ent- 
weder irgend eine unbestiandige, auf die photographische Platte hoch- 
wirksame Substanz (Gase?) stets vom Biosterin ausgestrahlt wird, 
oder die labile Atomgruppe in Biosterin die umgebende Luft aktiviert. 
Cholesterin, Fette und andere Substanzen sollen durch Bestrahlung 
eine unbestandige Atomgruppe in ihrem Molekiil bilden, welche direkt 
oder indirekt auf die photographische Platte wirkt und gleichzeitig 
die antirachitische Eigenschaft entfaltet. Wenigstens steht die anti- 
rachitische Wirkung und Photoaktivitét in innigem Zusammenhang. 
Der Verfasser wird aber gegenwartig auf diese Hypothese nicht 
eingehen, sondern nur die experimentellen Tatsachen mitteilen. 


Experimenteller Teil. 


Als Quelle der Ultraviolettstrahlen wurde, auf freundlichen Vor- 
schlag von Prof. i7. Nagaoka, dessen Quecksilberlampe, die kiirzlich 
von ihm in diesem Institut konstruiert wurde, angewandt. Diese 


1) Steenbock and Daniels, Journ, Amer, Med, Ass. Nr. 15, 84, 1093, 1925; 
Hess and Weinstock, Journ. of biol. Chem. 638, 305, 1925; vel. Literatur 
angaben am SchluB der Arbeit. 
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Lampe (Abb. 2) besteht aus einem U-férmig gebogenen durchsichtigen 
Quarzrohr, welches an seinen beiden Enden wieder aufwarts gebogen 
ist. Das Leuchtrohr stellt einen schmalen Kanal dar. Die kugelférmigen 
Reservoire an beiden Enden sind mit dem Leuchtrohr durch feine 
Kapillaren von etwa 4cm Lange verbunden. Man fiillt das Rohr mit 





Abb. 2. Quecksilberlampe von Prof. Nagaoka 


Quecksilber, Jeitet einen elektrischen Strom von 1 Ampere und 500 Volt 
hinein und erhitzt vorsichtig das Leuchtrohr mittels eines Brenners. 
Es entsteht dadurch Quecksilberdampf im Leuchtrohr, die Entladung 
findet statt und es entstehen die ultravioletten Strahlen. "Die Lange 
des Lichtbogens ist 4em. Man kann diese Lampe 20 bis 40 Stunden 
lang kontinuierlich im Betrieb erhalten. 


Versuche mit Cholesterin. 
Zu diesem Zwecke wurden 2¢g sorgfaltig gereinigtes und ge- 
trocknetes Cholesterin in ein Quarzrohr von 15cm Lange und 1,5 cm 
Durchmesser gebracht, mit Kork verstopft, mit Dehkotinskyschem 
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Cement abgedichtet und in einer Entfernung von 20 cm von der Licht- 


quelle 24 Stunden ununterbrochen bestrahit. Man bringt darauf 1 g 
desselben in eine Glasschale (d = 3cm; hA 16cm) und bedeckt sie 
mit einer photographischen Platte (Lion Express, Ortho). Die Ent- 
fernung der Platte von der Substanz betrug etwa lem. Man belaBt 
die Glasschale in absolut dunklem Raume 24 Stunden lang. Dann 





nicht bestrahlt bestrahit 
Abb. 3. Cholesterin. 





nicht bestrahit bestrahit 
Abb. 4. Lebertran. 


wurde die Platte herausgenommen und das Negativ in gewéhnlicher 
Weise entwickelt. Zur Kontrolle wurde das Cholesterin ohne vor- 
herige Bestrahlung genau so behandelt. Der Unterschied zwischen 
beiden Bildern ist aus Abb. 3 bis 9 ersichtlich. 

Auf diese Weise wurden noch verschiedene andere Substanzen 
geprift. Das Resultat war folgendes: 

1. Cholesterin, Lebertran, Butter, Olivenél, Olsiure und deren 
Calciumsalz, Zimtsaéure, Abietinséure, Campher, Borneol, Menthol, 
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Balsam usw. verhielten sich genau so wie Cholesterin, wie man aus 
Abb. 3 bis 6 sieht. 

2. Wurde das Quarzrohr in oben erwaihnten Versuchen entweder 
evakuiert oder mit Wasserstoff gefiillt, so war die Wirkung auf die 
photographische Platte viel schwicher als in den Experimenten, in 








4 
i 26 Stunden nach Bestrahlung 98 Stunden nach Bestrahlung 

Abb. 8. Cholesterin. 

: . 

j 





: 
| 
: i 
; in Quarzrohr in Glasrohr 
| Abb. ® Cholesterin 
) 
denen das Quarzrohr mit Luft oder mit Sauerstoff gefiillt war (Abb. 7). 
Die Feuchtigkeit hat in diesem Versuch keinen merkbaren EinfluB . 


gezeigt. 

3. LaBt man das photoaktivierte Cholesterin in einem dunklen 
Raume stehen, so geht die Aktivitaét allmahlich verloren. So war es 
noch nach 26 Stunden aktiv, aber nach 98 Stunden war es véollig 


inaktiv (Abb. 8). 
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$. Wenn man gewohnliches Glasrohr an Stelle des Quarzrohres 
gebraucht, so ist die Aktivitat viel schwicher, was vielleicht durch 
Absorption der ultravioletten Strahlen durch Glas verursacht wird 
(Abb. 9). 

5. Traubenzucker, Rohrzucker, Starke, gesittigte Fettsiuren, 
Bernsteinséure, Korksiure, Aminosiuren, Salicylsiure, Anthracen, 
Naphthalin, Cetylalkohol usw. hatten auch nach Bestrahlung keine 
Photowirkung. 


An dieser Stelle spreche ich den Herren Prof. Dr. H. Nagaoka, 
Dr. 7’. Asada, T. Machida und Herrn Prof. Dr. U. Suzuki meinen auf- 
richtigsten Dank fiir die freundlichen Ratschlage aus. 
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Der absolute und prozentuale Alkaloidgehalt 
der einzelnen Teile yon Lupinus luteus L. wihrend der Vegetation. 


Von 
Th. Sabalitsechka und C. Jungermann. 
(Eingegangen am 27. Juli 1925.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Der physiologischen Bedeutung des in einer Pflanze vorhandenen 
Alkaloids diirfte man durch eine Verfolgung des Alkaloidgehaltes 
in der Pflanze und ihren einzelnen Teilen waihrend der Vegetation 
nahekommen. Zum Studium des Verhaltens des Alkaloidgehaltes 
wahrend der Vegetation sind besonders solche alkaloidhaltige Pflanzen 
geeignet, die folgenden Bedingungen entsprechen: Ablauf der ganzen 
Vegetation innerhalb eines Jahres, schnelles Keimen und Wachsen, 


relativ hoher Alkaloidgehalt, einfache Bestimmungsmdéglichkeit des 
Alkaloidgehaltes. Diese Bedingungen treffen fiir die Lupine zu, weshalb 
wir sie zu unseren Versuchen benutzten, und zwar die gelbe Lupine, 
Lupinus luteus. Das fiihrende Alkaloid der gelben Lupine ist Lupinin 
C,)9H,,NO; daneben findet sich in der gelben Lupine noch Lupinidin 
C,;H.,N,, welches mit dem in Spartium scoparium vorkommenden 
Spartein identisch ist. Das Lupinin kristallisiert in rhombischen 
Kristallen, wihrend das Lupinidin eine farblose, dlige Fliissigkeit 
darstellt. Der prozentuale Alkaloidgehalt der Samen der gelben Lupine 
wurde schon hiaufiger festgestellt, mitunter auch der von anderen 
Teilen der Pflanze; es wurde aber bisher der prozentuale Alkaloid- 
gehalt nicht wahrend der Vegetation verfolgt, wie auch die Ermitte- 
lung der wahrend der Vegetation jeweils vorhandenen absoluten 
Alkaloidmenge bisher vollkommen unterlassen war. Wir stellten nicht 
nur den prozentualen Alkaloidgehalt, sondern auch den absoluten 
Alkaloidgehalt von jeweils' 100 Pflanzen und ihren Teilen zu_ver- 
schiedenen Stadien der Vegetation fest. Gerade die Ermittelung der 
absoluten Alkaloidmenge in 100 Pflanzen ist zur Erforschung der 
Bedeutung des Alkaloids unerlaBlich; die alleinige Beobachtung des 
prozentualen Alkaloidgehaltes kann leicht zu Trugschliissen fihren, 
wie nachstehend gezeigt wird. 
Biochemische Zeitschrift Band 163 29 
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Es war bei unseren Versuchen in sechs verschiedenen Stadien. } hy 
nimlich 2, 4, 6, 13, 14 und 18 Wochen nach der Aussaat, die jeweils Ss 
in 100 Pflanzen und in } d 
ihren einzelnen Teilen, i is 
namlich in Keimblat- d 
tern, Samenschalen, » 0 
Hypokotylen, Wurzeln, b 
Laubblattern, Stengeln, I 
Hiilsen und  jungen i v 
Samen enthaltene Al- f 
kaloidmenge festzustel- ; Z 
len. Sie wurde auch auf : d 
Prozente des Trocken- I 
gewichtes berechnet.. ' z 
100 Samen _ ent- t r 
oo 9 wen a“ 6 0 hielten 0,1063 g Alkaloid il 
Abb. 1. Absolute idigelmadae in 100 Pflanzen. acne RMT ees. Des ‘ - 
ganze Pflanze. Verhalten der absoluten \ 
Alkaloidmenge wahrend 
der Vegetation zeigen e 
die Kurven in Abb. 1 . 
u. 2; erstere bezieht sich . 
: auf die ganze Pflanze, ¢ 
letztere auf ihre ein- y 
zelnen Teile. 2 Wochen I 
nach der Aussaat ent- ‘ 
hielten die aus 1OOSamen I 
gebildeten Keimlinge t 
nur mehr 0,086g AIl- ‘ 
kaloid, so da ein ‘ 
Verlust von ungefihr s 
20 Proz. eingetreten war. ] 
Dieser Verlust kann é 
< nicht auf eine Diffusion ( 
Tn ie 8 2 4 t@ %@ £ des Alkaloids aus den 
Abb. 2. Absolute Alkaloidmenge in den Teilen von 100 Pflanzen. Samen in das Keimbeet 
Blatter. Stengel. zurieckgefiihrt werden; ' 
x ie ng We pve saved wie wir durch andere 
bereits veréffentlichte { 
Versuche feststellten'), tritt unter normalen Keimungsverhalt- 


nissen Alkaloid nicht aus den keimenden Lupinensamen in das 


') Pharm. Centralh. 66, 474, 1925. 
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Keimbeet tiber. Auch durch einen Alkaloidverlust beim Abfallen der 
Samenschale laBt sich diese Verminderung des Alkaloids nicht erkliren, 
da nach unseren Untersuchungen die abfallende Samenschale alkaloidfrei 
ist. 4 Wochen nach der Aussaat iibertrifft die Alkaloidmenge bereits 
die urspriinglich in den Samen enthaltene erheblich; sie betriagt jetzt 
0,15 g. Sie steigt dann wahrend der Entwicklung der Pflanzen weiter, 
bis sie bei 14 Wochen nach der Aussaat, zur. Zeit des Beginnes der 
Fruchtbildung ihr Maximum erreicht; dann geht die Alkaloidmenge 
wieder zuriick. Sie sinkt von 14 bis 16 Wochen von 0,8 auf 0,68 g. 

In der Kurventafel I] fallt natirlich der Alkaloidgehalt der ein- 
zelnen Teile gegeniiber dem Alkaloidgehalt der urspriinglichen Samen, 
da die vorhandene Alkaloidmenge auf die einzelnen Teile verteilt wird. 
DaB aber die Verminderung nicht ausschlieBlich auf die Verteilung 
zurickzufiihren ist und auch die Gesamtmenge des Alkaloids eine Ver- 
minderung erfahrt, ist bereits vorher nachgewiesen ; die nach 2 Wochen 
in Wurzel, Hypokotyl, Keimblattern und Spro8 vorhandene Alkaloid- 
menge betragt nur 80 Proz. der in den Samen vorhanden gewesenen. 
Wahrend der nachsten 12 Wochen fallt nur die Alkaloidmenge der 
Keimblatter und nehmen die in Laubblatter, Stengel und Wurzel 
enthaltenen Alkaloidmengen dauernd zu, um bei 14 Wochen nach der 
Aussaat das Maximum zu erreichen. Von da ab verringert sich der 
Alkaloidgehalt in diesen 3 Teilen wieder, ebenso in der Hiilse. Kurz vor 
der Reife fanden wir in den Samen das meiste Alkaloid, nimlich 0,29 g, 
waihrend die Blatter noch 0,22 g, die Stengel noch 0,09 g, die Hiilsen 
noch 0,05 g und die Wurzeln noch 0,03 g Alkaloid enthielten. Man 
wird nicht fehlgehen in der Annahme, da beim Ausreifen die Alkaloid- 
menge der Samen weiter ansteigt, waihrend in den iibrigen Pflanzen- 
teilen das Alkaloid noch mehr abnimmt, so daB in dem reifen Samen 
der Betrag der zu den Versuchen benutzten Samen von 0,1063 g ungefahr 
erreicht wird. Die Kurventafel I la6t erkennen, daB auBer der Ver- 
schiebung des Alkaloidgehaltes von den einzelnen Teilen zu den Samen 
hin auch eine Abnahme des Gesamtalkaloidgehaltes stattfindet; es 
entspricht also die Vermehrung des Alkaloids in den Samen nicht 
der Verminderung des Alkaloids in den iibrigen Pflanzenteilen, sondern 
bleibt hinter dieser zuriick. 

Die Alkaloidmenge der Keimblatter nimmt zwar in den ersten 
Wochen ab, es verschwindet aber das Alkaloid auch aus den zusammen - 
geschrumpften und abfallenden ‘Keimblattern keineswegs ganz. Wir 
fanden nach 2 Wochen 0,043 g, nach 4 Wochen 0,027 g und nach 
6 Wochen 0,026 g Alkaloid in den Keimblittern. Bei einer anderen 
Versuchsserie fanden wir nach 2 Wochen in den Keimblattern 0,0436 g, 
nach 6 Wochen 0,0204 g, bei wieder einer anderen Versuchsreihe fanden 
wir nach’ 2 Wochen in den Keimblattern 0,04 g, nach 4 Wochen 0,025 g 


29* 
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van Dyk*) konnte bei mikrochemischen 


Untersuchungen ebenfalls 


die Abnahme des Alkaloids in den absterbenden Keimblattern fest 
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Abb. 3. Prozentualer Alkaloidgehalt der ganzen Pflanze. 
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stellen; van Dyk will! 
aber weiter ein voll- 
kommenes Verschwin- 
den des Alkaloids be. 
obachtet haben, was mit 
unseren Befunden nicht 
iibereinstimmt. 

Die gréBte Alkaloid- 
menge enthalten wah 
rend der Hauptvege- 
tation die Blatter, die 
kleinste die Wurzeln. 

Die Kurvenin Abb. 3 
u. 4 zeigen den prozen- 
tualen Alkaloidgehalt 
der ganzen Pflanze und 
ihrer Teile, berechnet 
auf Trockensubstanz 
Der prozentuale Alka- 
loidgehalt nimmt einen 
wesentlich anderen Ver- 
lauf als der absolute ; er 
ist derart unregelmaBig. 
daB sich daraus die ge- 
ringe Eignung der alleini- 
gen Untersuchung des 
prozentualen Gehaltes 
fiir die Erforschung der 
Bedeutung der Alka- 
loide deutlich ergeben 
diirfte. Die Zu- und 
Abnahme der Trocken- 
substanz und des Al- 
kaloids erfolgt nicht 
gleichmaBig, so dab 
dadurch die Kurve des 
prozentualen Alkaloid- 


gehaltes stark beeinfluBt wird. Zuerst fallt auch der prozentuale 
Alkaloidgehalt, und zwar von 0,77 auf 0,59 Proz. In den nachsten 


') van Dyk, Phytochem. onderzockingen over alkaloide in verband het 


Kiemen. Proefschr. Utrecht 1900. 
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2 Wochen steigt er dann wieder auf 1 Proz. an. Ein zeitweiliges Fallen 
des prozentualen Alkaloidgehaltes waihrend der Vegetation mit nach- 
folgendem Wiederansteigen beobachtete auch A. Miiller bei Papaver 
somniferum'). Zwischen 4 und 13 Wochen verhalten sich die Kurven 
fiir den absoluten und den prozentualen Alkaloidgehalt recht ver- 
schieden ; nach 13 Wochen sinkt der prozentuale Gehalt bereits, wihrend 
der absolute noch ansteigt, um erst nach der 14. Woche ebenso wie 
der prozentuale dauernd zu fallen. Das Abfallen des prozentualen Ge- 
haltes ist weit stiérker als das des absoluten. Auch A. Miiller') 
stellte bei Papaver somniferum eine dauernde Abnahme des prozen- 
tualen Alkaloidgehaltes nach der Bliite fest. 

Interessant ist ein Vergleich der Kurventafeln I] und IV. Nach 
der Tafel II nimmt die absolute Alkaloidmenge wahrend der Keimung 
in den ersten 14 Tagen in den Keimblattern, dem Hypokoty! und dem 
SproB ab, wahrend der prozentuale Alkaloidgehalt zunimmt. Dieser 
scheinbare Widerspruch ist durch die Abnahme der Trockensubstanz 
infolge des Verbrauches an Niahrstoffen wahrend der Keimung zu 
erklaren. Die Zunahme des prozentualen Alkaloidgehaltes, vor allem 
die Zunahme in den absterbenden und abfallenden Keimblattern kann 
zu der Annahme verleiten, daB wihrend der Keimung Alkaloid gebildet 
und in keiner Weise von der Pflanze verbraucht werde, also daB das 
in den Samen enthaltene Alkaloid fiir die Pflanze ohne jede Bedeutung 
sei. Als der eine von uns (Sabalitschka) bei friiheren Versuchen mit 
M.W.Zaher nur den prozentualen Alkaloidgehalt studierte, schien 
ihm diese Annahme méglich; unsere Beobachtungen iiber die Ver- 
anderungen des absoluten Alkaloidgehaltes sind aber mit dieser An- 
nahme nicht vereinbar. Nur die Wurzel zeigt sowohl absolut wie 
prozentual in den ersten 6 Wochen ein Fallen des Alkaloidgehaltes. 
Bei der Wurzel fallen auch die Maxima in beiden Fallen ziemlich zu- 
sammen. Bei den Blattern schwankt in der Hauptvegetation der 
prozentuale Gehalt zwischen 1,21 und 1,57. Wahrend der absolute 
Alkaloidgehalt des Stengels zwischen 2 und 14 Wochen bestandig 
steigt, sehen wir in Kurventafel [IV ein starkes Schwanken des pro- 
zentualen Alkaloidgehaltes im Stengel. Ob dies auf einen Transport 
des Alkaloids im Stengel, der nach diesen Beobachtungen sehr ver- 
schieden stark sein miiBte, schlieBen laBt, sei vorlaufig noch nicht 
entschieden. Zur Zeit des Reifens sinkt der prozentuale Gehalt 
ebenso wie der absolute in allen Teileri und iibertrifft der prozentuale 
Gehalt dann bei den jungen Samen den prozentualen Gehalt aller 
anderen Teile, wie dies in gleicher Weise bei dem absoluten fest 
gestellt war. 


1) Arch. d. Pharm. 252, 288, 1914. 
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Der prozentuale Alkaloidgehalt der Samen ist nach 18 Wochen 
héher als der Alkaloidgehalt der urspriinglichen Samen; letzterer 
betrug 0,77 Proz., die jungen Samen enthalten iiber 1 Proz. In der 
Voraussetzung, daB spater der Alkaloidgehalt des ausgereiften Samens 
dem des urspriinglichen ungefahr gleichkommt, scheint das Alkaloid 
in den reifenden Samen zuerst schneller abgelagert zu werden als die 
Nahrstoffe. Eine ahnliche Beobachtung machte Feldhaus') bei den 
Samen von Datura Stramonium. Nach Feldhaus geht der Gehalt 
dieser Samen an Alkaloid bei der Reife relativ zuriick, wahrend er 
absolut standig zunimmt; so sank der prozentuale Alkaloidgehalt 
von 0,54 Proz. auf 0,48 Proz., und stieg in der gleichen Zeit der absolute 
Alkaloidgehalt fiir 1000 Samen von 0,012 g auf 0,039g. B. Pater*) 
fand in unreifen Daturasamen 0,34 Proz., in reifen 0,3 Proz. Alkaloid. 


Die Versuche erweisen, daB beim Keimen der Samen von Lupinus 
luteus das in den Samen vorhandene Alkaloid eine Verminderung 
erfahrt; diese Verminderung kann nur auf einen Abbau oder Verbrauch 
des Alkaloids in den Samen wiahrend der Keimung zuriickgefiihrt 
werden. Da aber nach der Keimung immer noch 80 Proz. des Alkaloids 
vorhanden waren, kann das Alkaloid nicht als ein typischer, unter 
normalen Keimungsverhiltnissen gréBtenteils ausgenutzter Nahrstoff 
des Samens gelten. Wahrend der Hauptvegetation steigt die in den 
einzelnen Teilen der Pflanze enthaltene Alkaloidmenge dauernd an; 
erst gegen Ende der Vegetation, beim Reifen, nimmt sie wieder ab: 
zugleich findet eine Verschiebung des Alkaloidgehaltes von den tibrigen 
Teilen der Pflanze zu den reifenden Samen hin statt. Dies soll nicht 
unbedingt und nicht ausschlieBlich durch eine Wanderung des Alkaloids 
aus diesen Teilen in die Samen erklairt werden; es ist auch méglich, 
daB durch entgegengesetzt verlaufende Umsetzungen in den Samen 
das Alkaloid erst entsteht, waihrend es in den iibrigen Pflanzenteilen 
abgebaut oder verbraucht wird. 


Versuche. 


Die Samen von Lupinus luteus, bezogen von der Firma Metz u. Co., 
Berlin-Steglitz, zeigten eine Keimfahigkeit von 82 Proz.; da die Keimfahigkeit 
der Lupinensamen nach Filter®) sehr rasch beim Lagern abnimmt, war das 
Samenmaterial als gut anzusehen. 100 Samen wogen durchschnittlich 
13,8 g. Der Alkaloidgehalt wurde ermittelt nach der von uns‘) angegebenen 
Mcthode; hei vier Bestimmungén fanden wir 0,79, 0.76, 0,78 und 0,76 Proz., 


1) Arch. d. Pharm. 248, 335, 1905. 

2) Pharm. Monatsh. 4, 63 1923. Jahresber. d. Pharm. 58, 1 1923. 
) L. Wittmack, Landwirtschaftliche Samenkunde, 8. 312. Berlin 1922. 
*) Pharmaz. Zentralh. 66, 145, 1925. 
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also durchschnittlich 0,77 Proz. 100 Samen enthielten daher 0,1063 ¢ 
Alkaloid. 


Am 18. Marz 1924 wurden die Samen in Tépfen in Gartenerde 
eingesetzt und im Warmhaus bei etwa 28° aufgestellt. Der gréBere Teil 
der jungen Keimlinge wurde fiir die ersten Untersuchungen verbraucht. 
Da spaiter die Pflanzenmasse ja immer mehr zunahm, waren auch immer 
weniger Pflanzen zur Untersuchung nétig. Die Pflanzen reinigten wir nach 
der Entnahme aus dem Boden durch Waschen sorgfaltig von der anhaftenden 
Erde und trockneten sie von dem anhaftenden Wasser mit Flie®papier. 
Darauf wurden sie mit der Schere in die einzelnen Teile zerlegt und deren 
Frischgewicht bestimmt. MHierauf trockneten wir die Pflanzenteile bei 
etwa 70° im Lufttrockenschrank. Das vdéllig trockene Material wurde in 
ein feines Pulver iibergefiihrt, gewogen und sein Alkaloidgehalt nach der 
von uns angegebenen Methode bestimmt. Das Chloroform-Atherextrakt 
der griinen Pflanzenteile war griin gefirbt durch geléstes Chlorophyll, 
das Extrakt der Wurzeln war meist hellgelb bis farblos. Eine Stérung 
der Alkaloidbestimmung durch Emulsionbildung trat nicht ein. 


Da das Aufkeimen der Pflanzen schon im Marz erfolgte, muBten die 
Samen zuerst im Warmhaus sich befinden. Spiter, bei Beginn warmer 
Witterung, kamen die Pflanzen dann ins Freie. Die Untersuchung auf den 
jeweiligen Alkaloidgehalt wurde unter Einhaltung bestimmter Termine 
ausgefiihrt. Es wurde der Alkaloidgehalt ermittelt bei Pflanzen im Alter 
von 2, 4, 6, 13. 14 und 18 Wochen. Wir untersuchten nur am gleichen Tage 
geerntete und ungefahr gleichmaBig entwickelte Pflanzen. 


Wahrend der ersten 2 Wochen nach dem Einsetzen der Samen er- 
schienen die Keimblatter an der Oberflache des Keimbeetes und breiteten 
sich kraftig aus. Zwischen 2 und 4 Wochen erschienen die ersten Laub- 
blatter und begann die Bildung der Seitenwurzeln. In den nachsten 
2 Wochen trat eine lebhafte VergréBerung der assimilatorischen Flache ein. 
Das erste Laubblattpaar hat fiinf Fingerblattchen, das nachste sechs, 
die folgenden oberen kénnen sieben, neun und elf Fingerblattchen haben. 
In den weiteren 7 Wochen stieg die Pflanzenmasse erheblich an und 
begann die Bliitenbildung. In der 14. Woche war die Pflanze ausgewachsen 
und die Fruchtbildung im Gange. Wahrend der nachsten 4 Wochen ent- 
hielten die Hiilsen bereits die noch griinen Samen, und begannen die 
Blatter zu verdorren. Das Stadium der Vollreife haben wir nicht mehr 
abgewartet, sondern die Untersuchung am 123. Tage der Vegetation ab- 
geschlossen. 


J. Untersuchung. 


Vegetationszeit 18. Marz bis 2. April 1925. Alter der untersuchten 
Pflanzen 14 Tage. 

Die Keimung erfolgte nicht fiir alle Samen gleichzeitig. Am 22. Marz 
waren 6 Proz., am 24.Marz waren 20Proz., am 26.Marz waren 40 Proz. 
der Samen aufgegangen. Alle Keimlinge sind griin und messen im ober- 
irdischen Teil 3 bis 5 cem, die Samenschalen sind meist schon abgefallen ; 
bei einigen sitzt die Schale noch den Keimblattern als Haube auf. Am 
28. Marz betrug die Zahl der aufgegangenen Samen 70 Proz.; erst am 
2. April waren 80 Proz. keimende Samen’ erreicht. Zur Untersuchung 
wurden 73 Keimlinge entnommen. 
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Tabelle I. 





Frisch. Trocken- |Gefundenes Alkaloids —~ 
Pflanzenteil gewicht gewicht Alkaloid gehalt 100 Pflenzsen 
8 8 8 Proz. g 
ee ee Se Kk eG 6.8660 0,6368 0,0080 1,26 0.0109 
Stengel cee ew aN oe eee) eee 0,0160 0,89 0.0219 
Keimblatter. . . . . . 26,0960 3,9557 0.0314 0,80 0,0430 
WR 6. «ec. « « =] RR 36 0,0076 0,40 0.0104 
Samenschale. ..... 5.5660 2.3520 0.0000 0,00 0.0000 
Ganze Pflanzen .... 95,45 10,566 0.0630 0.0862 
1) Der Teil iiber den Keimblattern. 
2. Untersuchuna. 
Vegetationszeit 18. Marz bis 16. April 1924. Alter der untersuchten 


Pflanzen 28 Tage. 

Am 7. April wurden die Pflanzchen, da sie sehr dicht standen, auf eine 
gréBere Flaiche umgesetzt. Der oberirdische Teil hatte eine Lange von 
10 bis 12cm erreicht; die Wurzeln bildeten 10 bis 12cm lange, diinne 
vielfach verzweigte Faden von 1 bis 2mm Durchmesser; die Keimblatter 
waren hellgriin, sahen lederahnlich aus und waren etwa 1,5 em lang. Zur 
Untersuchung wurden 56 Pflanzen entnommen. 


Tabelle II. 





Frisch: Trockens Gefundenes Alkaloid. Alkaloid. 


Pflanzenteil ' gewicht gewicht Alkaloid gehalt 1 >. 
g re g Proz. g 
Mebtter . 6. . i . « « f S29788 1 34678 0,0388 1,57 0,0693 
NN a Sas do: a eee 1 eee 0.0256 1,02 0.0457 
Keimblatter. . . . . . | 21,0746 1,6400 0,0152 0,93 0,0272 
ee CO 1,9142 0,0055 0,29 0 0098 
Ganze Pflanzen . . . . 106,73 8,524 0.0851 0,1520 


3. Untersuchung. 

Vegetationszeit 18. Marz bis 29. April 1924. Alter der untersuchten 
Pflanzen 42 Tage. 

Am 29. April wurden 25 Pflanzen zur Untersuchung entnommen. 
Alle waren gut entwickelt und hatten mehrere Laubblattpaare. Der ober- 
irdische Teil hatte eine Lange von 15 bis 20 cm erreicht; die Wurzeln trugen 
die fiir die Leguminosen charakteristischen Kndéllchen; die Keimblatter 
waren zusammengeschrumpft, gelb. 





Tabelle 111. 
Frisch. Trocken- Gefundenes' Alkaloid- ee 
Pflanzenteil gewicht  gewicht Alkaloid gehalt 1 Phlansen 
8 2 ‘ g Proz. g 

Blatter... .... <i 17,6128 ; 2,43804 0,0353 1,45 0,1412 
Stengel. . . ... . ./|} 26,0422 | 3.4938 0,0142 0,41 0,0568 
Keimblatter. . .... 6,5900  0,5430 0,0065 1,19 0,0260 
EY he ee tie io a 7.3400 1.4150 0,0004 0.03 0.0016 


Ganze Pflanzen . .. . 67,49 7,89 0,0564 0,2256 


' 
' 





a atom ee 
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4. Untersuchung. 


Vegetationszeit 18. Marz bis 17. Juni 1924. Alter der untersuchten 
Pflanzen 91 Tage. 

Am 17. Juni wurden zur Untersuchung drei Pflanzen entnommen. 
Die Keimblatter hatten sich dunkel gefarbt und sind nun nicht mehr vor- 
handen. Am 2. Juni hatte der oberirdische Teil eine Lange von 20 bis 
25cm erreicht; die Pflanzen wurden einzeln in Tépfe umgesetzt und aus 
dem Warmhbhaus ins Freie gebracht. Das Wetter war gleichmaéBig sonnig 
und warm. Die Bliitenbildung begann. Am 16. Juni bliihten die meisten 
Pflanzen: einige waren bereits abgebliiht und begannen mit der Frucht- 
bildung. 


Tabelle 1V. 





Alkaloid. 
gehalt in 
100 Pflanzen 


Proz. y 


Alkaloid: 
gehalt 


Trocken- 
gewicht 


Frisch: Gefundenes 
gewicht Alkaloid 


& . ~ 


Pflanzenteil 


Bliiten und 
Stengel . 
Wurzel 


Blatter 


45 


3.59 
54 


0.7004 
0.4800 
0.4800 


9.0098 
0,0044 
0.0034 


1,39 
0,92 
0,71 


0.0176 


0.3267 
0,1467 
0,1133 


0.5867 


Ganze Pflanzen 2.38 1,66 


5. Untersuchung. 


Vegetationszeit 18. Marz bis 25 Juni 1924. Alter der untersuchten 
Pflanzen 99 Tage. 

Am 25. Juni wurden zur Untersuchung drei Pflanzen entnommen. In 
den letzten Wochen war dauernd warmes, sonniges Wetter. Die Pflanzen 
waren alle gut entwickelt, ihr oberirdischer Teil war 30 bis 35 cm lang; 
die Wurzeln waren 15 bis 20cm lang und trugen zahlreiche Kndllchen; 
jede Pflanze hatte vier griine Hiilsen mit je vier Samen entwickelt. Die 


Hiilsen waren 2 bis 3cm lang. 


Tabelle V. 





Alkaloid- 
gchalt in 
100 Pflanzen 


Proz. g 


Alkaloid: 
gehalt 


Trocken- 
gewicht 


Frisch. Gefundenes 
gewicht Alkaloid 


& - & 


Pflanzenteil 


0.3400 
0.2067 
0.1200 
0,1333 


0.8000 


0.0102 
0,0062 
0.0036 
0.0040 


1,21 
0.50 
0.62 


1,54 


5,2464 
8,8208 
4.4198 
1,7698 


20,26 


0.8400 
1,2400 
0,5844 
0.2600 


2,924 


Bliiten und Blatter 
Stengel . 

Wurzel 

Hiilsen 


Ganze Pflanzen 0,0240 


6. Uniersuchung. 


Vegetationszeit 18. Marz bis 18. Juli 1924. Alter der untersuchten 


Pflanzen 123 Tage. 

Am 18. Juli wurden zwei Pflanzen zur Untersuchung entnommen. 
Vorher war das Wetter standig sonnig und warm. Der oberirdische Tei! der 
Pflanzen war 30 bis 35 cm lang, die Blatter waren bereits zum Teil verdorrt; 
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jede Hiilse enthielt vier halbreife. noch griine und weiche Samen. Die 
Wurzeln waren 20 cm lang und mit vielen Kndéllchen bedeckt. Die Angaben 
iiber das jeweilige Wetter sind deshalb nicht zu unterlassen, da sich bei 
anderen noch zu berichtenden Versuchen ergab, da®B das Sonnenlicht von 
Bedeutung fiir die Alkaloidproduktion ist. Nach den Beobachtungen 
von Vogel und Weber') hangt die Alkaloidproduktion auch von der Stick- 
stoffzufuhr durch die Kndéllchenbakterien ab; findet diese in normaler 
Weise statt, so wird mehr Alkaloid gebildet als bei ihrer Unterbindung; 
deshalb haben wir auch die Bildung der Kndéllchen beriicksichtigt. Da 
in der Hauptvegetation dauernd sonniges, warmes Wetter bestand, war die 
Alkaloidbildung besonders begiinstigt. 


Tabelle VI. 





Frischs Trockens Gefundenes Alkaloid Alkaloid- 
gehalt in 


Pflanzenteil gewicht gewicht Alkaloid gehalt 100 Pflanzen 
g g g Proz. 8 
ee hee Set 3.1110 0.7478 0,0044 0,59 0,2200 
oe eS eso 7.4030 1,4474 0,0018 0,12 0,0900 
a aS 3.0110 0.5590 0,0006 0.11 0.0300 
A a ee 4.0452 0.7330 0.0010 0.14 0.0500 
Ng. asta, acgemtpenn rg es 2.1720 | 0.5590 0,0058 1.04 0.2900 
Ganze Pflanzen... . 19,74 4,046 0.0136 0,6800 


Die Verainderungen des Alkaloidgehaltes in der Pflanze wahrend 
der Vegetation zeigen nachstehende Tabellen. Die Tabelle VII betrifft 
den absoluten Alkaloidgehalt in 100 Pflanzen und den prozentualen 
Alkaloidgehalt in den ganzen Pflanzen, berechnet auf Trockensubstanz. 
Die Tabelle VIII bringt den absoluten Alkaloidgehalt der einzelnen 
Teile von 100 Pflanzen in Gramm, wahrend die Tabelle IX den auf 
Trockensubstanz berechneten prozentualen Alkaloidgehalt der Teile 
bringt. 


Tabelle VII. 





Alter der Trocken- Gefundenes Alkaloidgehalt berechnet Alkaloid- 
Pflanzen a ed gewicht Alkaloid auf 100 Pflanzen gebalt 
Tage g 2g g Proz. 

14 73 | 10,566 0,0630 0,086 0,60 
28 56 8,524 0,0851 0,152 1,00 
42 25 7,89 0,0564 0,226 0,71 
91 3 1,66 0.0176 0,587 1,06 
99 3 2,924 0,0240 0,800 0,82 
123 2 4,046 0,0136 0,680 0,34 


1) Zeitschr. f. Pflanzenernaihrung u. Diingung 1, A, 85, 1922. 
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Tabelle VIII. 


Alkaloidgehalt der einzelnen Pflanzenteile, berechnet auf 100 Pflanzen. 





Alter 


der Pflanzen) Blatter Stengel Keimblatter Wurzel Hiilse Samen 
Tage 
14 0.011 0.022 0.043 0.010 . - 
28 0,069 0,046 0,027 0.0098 es 
42 0,141 0,057 0,026 0.0016 - 
91 0,327 0,147 — 0,113 ~ 
99 0,340 0,207 0,120 0,133 
123 0,220 0,090 — 0,030 0.050 0.290 


Tabelle 1X. 


Alkaloidgehalt der einzelnen Pflanzenteile, berechnet in Prozenten auf 
Troekengewicht. 





Alter 
der Pflanzen Blatter Stengel Keimblatter Wurzel Hise Samen 

Tage 
14 1,26 0,89 0.80 0.40 - oa 
28 1,57 1,02 0,93 0,29 - - 
42 1,45 0,42 1,19 0,03 = - 
91 1,39 0,92 — 071 —_ — 
99 1.21 0.50 on 0,62 1,53 _— 

123 0.59 0,12 -— 0,12 0.14 1.04 


Der von uns gefundene Alkaloidgehalt von Stengel und Blattern ist 
wesentlich héher als der von Siewert') angegebene; Siewert berichtet, dab 
er im Stengel 0,08 Proz., in den Blattern 0,06 Proz. Alkaloid bei luft- 
trockenem, von ausgewachsenen Pflanzen stammenden Material gefunden 
habe. Bei den Samen wird meist der Alkaloidgehalt von Lupinus luteus 
héher gefunden als von Lupinus angustifolius. Vogel und Weber*) beob- 
achteten bei Untersuchungen iiber den EinfluB der Stickstoffdiingung 
auf den Alkaloidgehalt der Lupinen bei den Samen von Lupinus luteus 
einen Alkaloidgehalt von 0,61, 0,84 und 0,8 Proz., bei den Samen von 
Lupinus angustifolius einen Alkaloidgehalt von 0,1, 0,71, 0,64, 0,20, 0,30, 
0,34, 0,49 und 0,40 Proz. Taeuber*) fand bei den Samen der gelben Lupine 
0,81 Proz., bei den Samen der blauen Lupine 0,25 Proz. Boas und Merken- 
schlager *) geben in ihrer Monographie der Lupine fiir die Samen der gelben 
Lupine einen Gehalt von 0,81 Proz., fiir die Samen der blauen Lupine 
einen Gehalt von 0,23 Proz. Alkaloid an. Wir fanden hier im Durchschnitt 
0.77 Proz. Alkaloid in den Samen der gelben Lupine. Krocker*) erhielt 
fiir vor der Reife geerntete gelbe Lupine folgenden Alkaloidgehalt fiir die 


1) Zeitschr. d. landw. Zentralver. d. Prov. Sachsen 1870, 8. 75. 
2) Zeitschr. f. Pflanzenernadhrung u. Diingung 1, A, 85, 1922. 
3) Landw. Versuchsst. 29, 451, 1883. 

*) Boas und Merkenschlager, Die Lupine als Objekt der Pflanzen- 


forschung, 8.9%. Berlin 1923. 
5) Landw. Jahrb. 9, 27, 1880. 
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einzelnen Pflanzenteile, dem wir zum Vergleich den von uns bei den 
123 Tagen alten Pflanzen gefundenen in Klammern beistellen: ganze 
Pflanze 0,215 Proz. (0,34 Proz.), Stengel bis zur Verastelung 0,031 Proz. 
und Stengeliste 0,068 Proz. (Stengel 0,12 Proz.), Blatter 0,526 Proz. 
(0,59 Proz.), Samen 1,532 Proz. (1,04 Proz.), Fruchtschalen 0,422 Proz. 
(0,14 Proz.). Diese Zahlen stimmen ziemlich iiberein, soweit dies iiber- 
haupt bei den verschiedenen Methoden und dem wahrscheinlich nicht 
gleichmaéBigen Reifezustand der Pflanzen zu erwarten war. Die gréBeren 
Unterschiede bei den Hiilsen sind héchstwahrscheinlich auf letzteres zuriick- 
zufiihren; hatten wir doch nach 99 Tagen einen wesentlich héheren Alkaloid- 
gehalt gefunden als Krocker, namlich 1,53. waihrend wir nach 123 Tagen 
nur mehr 0,14 Proz. fanden: Arockers Wert liegt dazwischen. 
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Kalium als Antagonist der Réntgenstrahlen und des Radiums. 


Von 
G. A. Nadson und A, J. Zolkevie. 


(Aus dem Staatsinstitut fiir Réntgenologie und Radiologie Leningrad.) 


(Eingegangen am 28. Juli 1925.) 


In seiner Abhandlung iiber die Radiumeinwirkung auf die lebendige 
Substanz und speziell auf die Hefezelle hat Nadson') gezeigt, dab 
sogar eine kurze, 10 Minuten dauernde Bestrahlung (10 mg Ra Br, in 
der Ebonitkapsel unter Glimmerplatte) folgende Veranderungen in 
der Zelle hervorruft: das Plasma triibt sich und wird deutlich fein- 
kérnig (Erscheinen einer Menge kleinster Granula), die Zentralvakuole 
vergréBert sich stark im Umfang, im Plasma bilden sich oft neue Va- 
kuolen, gleichzeitig vermehren und vergréBern sich stark die im Plasma 
zerstreuten Fetttrépfchen. Die Zelle schwillt an, vergréBert sich und 
verliert nicht selten ihren gewéhnlichen Umrib, wobei die Sprossung 
stark gehemmt wird. Das sind gerade diejenigen Verianderungen, 
welche die Hefezellen beim Altern, sowie bei Degenerationsprozessen 
(in alten Kulturen) aufweisen. Somit ruft Radium ein friihzeitiges 
Altern des Organismus hervor®). Ganz ahnliche Verinderungen werden 
in der Hefezelle auch durch Réntgenstrahlen hervorgerufen Beim 
Untersuchen der kombinierten Einwirkungen des Radiums und ver- 
schiedener chemischer Reagenzien auf die Pflanze wurde unsere Auf- 
merksamkeit besonders auf den Effekt kombinierter Einwirkung des 
Radiums und Jodkaliums gelenkt. 

Die Versuche wurden auf folgende Weise angestellt*). Trockene 
oder 18 Stunden lang in Wasser gequellte und dann tiichtig mit Filtrier- 


papier abgetrocknete Samen des weiBen Senfs (Sinapis alba) wurden 


1) G. Nadson, diese Zeitschr. 155, 381, 1925. 

2) Ausfiihrliches hieriiber siehe in obiger Abhandlung und auch in 
G. A. Nadson, Annales de Roentgenologie et Radiologie 1, 47. Péters- 
bourg 1922. 

%) G. Nadson und A. Zolkevic, Annales (Vestnik) de Roentgenologie 
et Radiologie 3, 85. Léningrad 1924. 
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der Radiumwirkung ausgesetzt, indem sie auf 4 Tage auf die das Radium- 
praparat (10mg RaBr,) bedeckende Glimmerplatte gelegt wurden. 
In jedem Versuch konnte nur eine geringe Zahl von Samen gepriift 
werden (wieviel gerade auf der Glimmerplatte nebeneinander gelegt 
werden konnten), dafiir aber waren die Versuche zahlreich. Um nun 
in die Samen das betreffende chemische Reagens einzufiihren, wurden 
die Samen in schwachen Lésungen derselben vor oder nach der Be- 
strahlung quellen gelassen. Auf diese Weise untersuchten wir die 
Einwirkung des Jods, Kupfersulfats, Chloralhydrats und Eosins. 

Auf der Glimmerplatte befanden sich bestandig auch Kontroll- 
samen, d.h. soleche, welche der Einwirkung chemischer Reagenzien 
nicht unterworfen wurden. Man lie} die Versuchssamen, als auch die 
Kontrollsamen nach der Bestrahlung auf feuchtem Filtrierpapier, und 
dabei immer im Dunkeln, keimen. Hierbei wurde die Keimzeit, der 
Prozentsatz der gekeimten Samen und die durch mehrmalige periodische 
Messungen bestimmte Lange der Wurzel und des Stengels (Hypokotyl) 
abgemerkt. Es wurden recht genaue Resultate erhalten: die Radium- 
einwirkung und die Wirkung der erwaihnten Reagenzien in gegebenen 
Konzentrationen, und zwar gleich, ob sie vor oder nach der Bestrahlung 
in die Pflanze eingefiihrt waren, summieren sich; d.h. die depressive 
Wirkung auf das Wachstum ist stirker, als die Wirkung eines jeden 
Faktors einzeln. 

Beim Behandeln der Samen unter gleichen Bedingungen mit 
schwacher Lésung von K J sind wir auf ganz unerwartete Erscheinungen 
gestoBen. Wahrend in einigen Versuchen bei bestimmter Konzen- 
tration der KJ-Lésung und bestimmter Menge von Radiumenergie 
eine Summation der Effekte, d. h. eine starkere Hemmung des Wachs- 
tums eintrat, ebenso wie es in obenerwahnten Fallen angefiihrt wurde, 
war es in anderen Versuchen, augenscheinlich, bei anderea Korre- 
lationen von Radiumenergie und K J-Menge ganz anders: die Resultate 
waren schwankend, und oft sogar hat KJ die ungiinstige Wirkung des 
Radiums auf die Pflanze abgeschwacht, oder sogar vollstandig an- 
nulliert: anstatt einer Summation zeigte sich ein deutlich ausgepragter 
Antagonismus. 

Anfangs iiberraschten uns solche Resultate, und wir vermuteten 
einen Fehler, doch wiederholte sich diese sonderbare Wirkung des K J 
immer von neuem und mit einer solchen RegelmaBigkeit und Deut- 
lichkeit, da® es nicht anders méglich war, als den Antagonismus 
zwischen KJ und dem Radium als Tatsache hinzustellen. 

Von vielen Versuchen fiihren wir hier nur drei als Beispiele an. 
Die Lange der Keimlinge ist in Millimeter ausgedriickt; in folgenden 
Tabellen bedeutet die erste Komponente die Lange des Stengels (des 
Hypokotyls), die zweite die Wurzellange; die Summe die volle 
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Lange des Keimlings; W. K. Kontrolle, d.h. in Wasser gequellte, 
nicht bestrahlte Samen; KJ—K: in KJ-Lésung gequellte und auch 
nicht bestrahlte Samen; W + 10 Ra: im Wasser gequellte und mit 
10 mg Ra Br, bestrahlte Samen; KJ + 10 Ra: in K J-Lésung gequellte 
und bestrahlte Samen. 

Versuch 121. 

Samen nach 18stiindiger Quellung in | proz. K J-Lésung mit Filtrierpapier 
abgetrocknet und auf 4 Tage auf die Radiumkapsel gelegt; Temperatur 
14 bis 15°C; den zehnten Tag. 

WK. KJ—K W + 10 Ra KJ + 10 Ra 

80 + 160 240 80 + 80 160 10+ 1 il 30 + 6 36 

75+ 60 135 65 + 70 135 7 30 +5 35 

Mittellinge 187 147 y 35 
Versuch 51. 

Die trockenen Samen befanden sich 4 Tage auf der Radiumkapsel; nach 
18stiindiger Quellung in lIproz. KJ-Lésung auf feuchtem Papier zum 
Keimen gebracht; Temperatur 10 bis 12°C; den achten Tag. 

WK. KJ—K W + 10 Ra KJ + 10 Ra 
25 + 75 100 26 + 44 70 5+ 10 15 10 + 27 
12 + 82 94 22 + 44 66 10+ 6 16 i+: 26 
12 + 52 64 20 + 40 60 7+ 6 13 5 15 
15 + 85 100 22 + 40 62 
Mittellarge 89 64 14 

Versuch 54. 
Die trockenen Samen befanden sich 4 Tage lang auf der Radiumkapsel; 
darauf wurden sie nach 18stiindiger Quellung in Il proz. KJ-Lésung auf 
feuchtem Papier zum Keimen gebracht; Temperatur 10 bis 12°C; den 
zehnten Tag. 

WK, KJ—K W + 10 Ra (J + 10 Ra 
40 + 16 56 19 + 16 35 12+ 2 14 : : 
23+ 7 30 l4+ 9 23 4 
23+ 8 31 9+ 12 21 l 
Mittellar ge 39 26 6 

Aus dem Angefiihrten ist folgendes zu ersehen: KJ hemmt bereits 
von sich aus etwas die Entwicklung der Keimlinge (vgl. W. K. und 
KJ—K). Bei KJ + 10 Ra wird die Entwicklung der Keimlinge 
viel weniger als bei W + 10 Ra gehemmt; so verhalt sich im Versuch 
Nr. 121 die Lange der Keimlinge KJ + 10 Ra: W + 10 Ra wie 35: 9, 
in Nr. 51 = 22:14, in Nr. 54 25:6; im letzten Versuch stimmt 
die mittlere Lange der Keimlinge K J +- 10 Ra (25mm) fast mit derselben 
bei der Kontrolle KJ — K (26mm) iiberein. Also vermindert KJ die 
hemmende Wirkung des Radiums auf die Pflanze und beseitigt manchmal 
dieselbe fast vollkommen. Interessant ist die Tatsache, daB das KJ an- 
tagonistisch gegen Radium wirkt, sowohl in dem Falle, wenn dasselbe 
vor der Bestrahlung (wie in Nr. 121), als auch nach der Bestrahlung 
(Versuch Nr. 51 und 54) in die Pflanze eingefiihrt wird: im ersten 
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Falle scheint es, als ob KJ die Pflanze vor nachfolgender ungiinstiger 
Radiumeinwirkung schiitzt, im zweiten vermindert oder annulliert 
es dieselbe. 

Der giinstige EinfluB des KJ auBert sich bei der Bestrahlung 
mit Radium nicht nur darin, dab die Pflanzen gréfere Dimensionen 
erreichen, sondern daB sie auch qualitativ verbessert werden: KJ hilt 
die durch Radium verursachte Nekrose') der Wurzel auf: sie tritt spater 
oder sogar gar nicht ein; die Wurzelhaare erscheinen friiher und halten 
sich linger; die Keimblatter (Kotyledonen) entfalten sich schneller usw. 

Da Jod, wie unsere Versuche gezeigt haben, an und fiir sich, in 
verschiedenen Konzentrationen von 1: 10000 und héher, kombiniert 
mit Radiumbestrahlung, immer nur hemmend auf das Wachstum 
wirkt (die hemmenden Effekte von J und Radium sich summieren), 
so mu, anscheinend, die antagonistische Wirkung des KJ gerade 
dem Kalium zugeschrieben werden, was auch von unseren weiteren 
Versuchen mit Hefepilzen vollkommen bestitigt wurde. Wir miissen 
gleich hier bemerken, da®B gerade die Hefepilze infolge ihrer groBen 
Empfindlichkeit gegen die Radium- und Réntgenstrahleneinwirkung, 
Klarheit und Bestimmtheit der dabei zu beobachtenden Verinderungen 
und Méglichkeit, die Wirkung der Bestrahlung auf einer Reihe nach- 
folgender Generationen zu verfolgen, sich als besonders geeignetes 
Objekt zum Studium der Einwirkung der Bestrahlung auf die Zelle 
iiberhaupt erwiesen haben. 

Die Methodik war dieselbe, wie in beiden friiheren Arbeiten von 
Nadson?), wo sie genau beschrieben worden ist. Eine junge, 1- bis 2 tagige 
Riesenkolonie gewohnlicher PreBhefe (aus einer Zelle gewonnene Rein- 
kultur von Saccharomyces cerevisiae), aus 2tagiger Bierwiirze-Kultur 
ausgesat, wurde auf Bierwiirze-Agar in kleiner Kochschale geziichtet ; 
darauf wurde diese Kolonie umgekiipt und iiber einem Radiumpraparat 
von etwa 10mg RaBr, in flacher Ebonitkapsel mit Glimmerplatte 
in einer Entfernung von 2 bis 3mm untergebracht und einer nicht 
lange dauernden Bestrahlung ausgesetzt ; sogleich nach der Bestrahlung 
oder nicht mehr als nach Verlauf von 1 bis 2 Stunden wurde die Kultur 
mikroskopisch untersucht. 

Um die Wirkung von Kalium zu ermitteln, wurden parallele Ver- 
suche angestellt, in welchen zum Nahrsubstrat KCl oder NaCl in 
verschiedenen Mengen zugefiigt wurde. 

Acht Versuchsreihen gaben bestimmte Resultate, von denen die 
wichtigsten folgende sind. Die durch Radium verursachten Ver- 


1) Naheres iiber die durch Radium hervorgerufenen pathologischen 


Erscheinungen siehe in der vorerwahnten Arbeit von Nadson und Zolkevic. 
2) G. Nadson, 1922 und 1925. 
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anderungen der Zelle, welche oben beschrieben worden sind, erscheinen 
in Gegenwart von 0,5 bis 1,5 Proz. KCl im Nahrsubstrat und bei 
10 bis 60 Minuten dauernder Bestrahlung bedeutend schwicher aus- 
gedriickt: das Plasma ist viel weniger oder gar nicht getriibt, die Va- 
kuolisation der Zelle ist geringer, die Anzahl der Fetttrépfchen ist viel 
kleiner usw.; tiberhaupt fehlt das ,,gealterte’’ Aussehen, welches dem 
Organismus das Radium verleiht: die Zellen sehen besser, jiinger, als 
ohne KCl aus. Dagegen iibt NaCl in denselben Konzentrationen 
einen solch giinstigen Effekt, eine solch antagonistische Wirkung gegen 
Radium nicht aus; eher, umgekehrt, verschlechtert es den Zustand 
der Zelle; der Effekt von kombinierter NaCl- und Radiumwirkung 
auBert sich in noch tiefer gehenden Verinderungen der Zelle. Hierbei 
ist zu bemerken, daB KCl (0,5 bis 1,5 Proz. zum Nahrsubstrat zu- 
gefiigt) an und fiir sich gar keinen bemerkbaren oder eher ungiinstigen, 
als giinstigen EinfluB auf die Zelle ausiibt. Noch schlechter wirkt in 
dieser Beziehung NaCl, welches sich in unseren Versuchen mehr 
toxisch, als KCl erwies '). 

Ganz gleich giinstige Schutzwirkung auf die Zelle zeigt Kalium 
auch gegen Réntgenstrahlen. Die Hefezelle zeichnet sich, wie bereits 
erwahnt wurde, durch grobe Empfindlichkeit sowohl gegen Radium, 
als auch gegen Réntgenstrahlen aus. Es geniigt schon 5 bis 10 Sekunden 
dauernde Bestrahlung, was ungefihr '/,, bis '/,, H. E. D. entspricht, 
um sogleich nach der Bestrahlung (d.h. ohne Latenzperiode) beim 
Mikroskopieren bestimmte Zellverinderungen von gleichem Charakter, 
wie nach der Radiumeinwirkung zu konstatieren. Die Versuchs- 
methodik blieb immer dieselbe. 

1 tagige Riesenkolonie in Kochschale auf Bierwiirze-Agar mit 
Zusatz von 0,5 bis 1,5 Proz. KCl bzw. NaCl gleichzeitig mit neben- 
anliegenden Kontrollkulturen ohne KCl oder NaCl wurde bestimmter, 
aber kurzer, etwa | bis 4 Minuten dauernder Réntgenstrahlenwirkung 
unterworfen, und nachher sofort oder nach 1 bis 2 Stunden mikro- 
skopisch untersucht. Auch hier erhielten wir dasselbe Resultat. Kalium 
schwicht den Effekt der Réntgenstrahlen auf die Zelle ab; es wirkt 
antagonistisch. 

Von vielen Versuchen seien als Beispiele nur einige erwahnt: 


Versuch 8. 
Symmetrieapparat. lIonenréhre SHS; 75 Kilovolt; primar 7 Amp.; 
sekundér 2,0 Milliamp.; Filter 4, Al. Entfernung der Kultur von der 
Antikathode 16cm; ungefahr 1 H.E.D. in 4 Minuten. Wahrend der Be- 


1) In dieser Beziehung stimmen unsere Versuche mit den Angaben 
von Mitra (Univ. of California Publications in Agricult. Sciences 3, 63, 1917) 
iiberein, welcher ebenfalls die starker toxische Wirkung des NaCl gegeniiber 
dem KCl konstatierte. 
Biochemische Zeitschrift Band 163 30) 
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strahlung wurde die Kultur anstatt mit Glasdeckel der Kochschale mit 
Filtrierpapier bedeckt. 

1-Minuten- Bestrahlung. a) Kontrollkultur: deutlich ausgesprochene 
Verainderungen der Zelle, wie oben erwaihnt (VergréBern der Vakuole, An- 
schwellung der Zelle, Zunahme der Fetttrépfchen usw.). 

b) Agarkultur + 1% Proz. KCl. Alle diese Erscheinungen sind viel 
schwacher ausgedriickt und die Zellen unterscheiden sich sehr wenig von 
normalen. 

2-Minuten-Bestrahlung. a) Die Erscheinungen sind noch scharfer aus- 
gedriickt, als bei 1 Minute dauernder Bestrahlung. 

b) Die Verainderungen sind viel weniger als in der Kontrollkultur a) 
ausgedriickt ; die Mehrzahl der Zellen mit ganz normalem Plasma, viel weniger 
Fetttrépfchen, kleineren Vakuolen usw. und iiberhaupt sieht die Kultur 
auf Nahrboden mit KCl viel jiinger als ohne KCl, d. h. als die Kontroll- 
kultur aus. 

Versuch 25. 


Dieselben Apparatur- und Bestrahlungsbedingungen. 

2-Minuten-Bestrahlung. a) Kontrolle: deutliches Bild obenerwahnter 
Zellveranderungen. b) Nahrsubstrat + 0,5 Proz. KCl: diese Veranderungen 
schwacher ausgedriickt; Plasma nicht so getriibt, durchsichtiger, weniger 
Fett usw. c) Nahrsubstrat + 0,5 Proz. NaCl: die Zellen sehen mehr ge- 
schadigt aus, nicht nur im Vergleich zu 0,5 Proz. KCl (b), sondern auch 
zur Kontrolle (a): Plasma sehr blaB, verfliissigt, in vielen Zellen vollkommen 
aufgelést und verschwunden, in der Zellfliissigkeit schwimmen nur kleine 
Fetttrépfchen. 

Versuch 6. 


Dieselbe Apparatur, aber ohne Filter. 

3-Minuten-Bestrahlung. a) Kontrolle: deutlich ausgedriickte Zell- 
veranderungen. b) Nahrsubstrat + 0,8 Proz. KCl: kleinere Vakuolen 
und geringere Anschwellung der Zellen, bedeutend weniger Fett und iiber- 
haupt sieht die Kultur, wie in den vorhergehenden analogischen Fallen, 
viel besser aus. 


Versuch 16. 


Neo-Symmetrieapparat. Coolidgeréhre, 100 Kilovolt, primar 9 Amp., 
sekundar 2,5 Milliamp., ohne Filter; die Kultur ist von der Antikathode 
23cm entfernt und mit Glasdeckel bedeckt. 

1-Minuten-Bestrahlung. a) Kontrolle: deutliche Zellveranderungen. 
b) Nahrsubstrat + 0,5 Proz. KCl: die Zellen sind weniger verdandert, 
sehen besser aus. c) Nahrsubstrat + 1,5 Proz. KCl: dasselbe, die ganze 
Kultur sieht jiinger aus. 

2-Minuten-Bestrahlung. a) Kontrolle: die Zellen mit noch bedeutend 
scharfer ausgedriickten Verainderungen. b) Nahrsubstrat + 0,5 Proz. 
KCl: die Zellen sehen besser aus; viele normale Zellen mit durchsichtigem 
Plasma, ohne Fetttrépfchen. c) Nahrsubstrat + 1,5 Proz. KCl: bedeutend 
besser als a (Kontrolle): Zellen ungefihr von normaler GréBe, nicht 
angeschwollen, mit kleiner Vakuole, ohne oder mit geringer Menge Fett; 
die Kultur sieht entschieden jiinger als die Kontrollkultur aus. 


Versuch 12. 


Dieselbe Apparatur wie in Versuch 16, nur ist die Kultur anstatt mit 
einem Glasdeckel mit Filtrierpapier bedeckt. 
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2-Minuten-Bestrahlung. a) Kontrolle: scharfe Verdinderungen der 
Zellen. b) Nahrsubstrat -+ 1,5 Proz. KCl: alle Erscheinungen viel schwacher 
ausgedriickt; die Zellen sehen viel besser als bei der Kontrolle aus. ¢) Nabhr- 
substrat +- 1,5 Proz. NaCl: Verfliissigung und in vielen Zellen vollstindige 
oder fast vollstandige Plasmaauflésung; in den Zellen schwimmende 
Kliimpchen und kleine Fetttrépfchen ; die Kultur hat mehr ge'itten als bei der 
Kontrolle. 

Versuch 23. 

Dieselbe Apparatur und Versuchsbedingungen wie in Versuch 12. 

5-Minuten- Bestrghlung. a) Kontrolle: starkere Zellverinderungen 
als bei den vorhergehenden Versuchen (Plasma ist feinkérnig geworden, 
starke Vakuolisation und Anschwellung der Zellen, starke Zunahme der 
Fetttrépfchen). b) Nahrsubstrat + 0,5 Proz. NaCl: viel angeschwollene 
Zellen, viel Fett, Plasma verfliissigt oder in vielen Zellen vollstandig ver- 
schwunden, die Zellen sehen eigenartig und stark verdindert aus, die ganze 
Kultur ist viel mehr geschadigt als bei der Kontrolle. 

Wir denken, daB die oben angefiihrten Facta, somit die antagoni- 
stische Wirkung von Kalium zu den Réntgenstrahlen und zum Radium 
feststehen. Jedoch iiberzeugten uns unsere Versuche davon, daB nur 
bei bestimmten Mengenverhiltnissen zwischen dem Kalium in der 
Zelle und der von der Zelle erhaltenen Radium- bzw. Réntgenstrahlen- 
energie ein deutlich ausgepragter Antagonismus zwischen diesen beiden 
zum Vorschein tritt, dagegen bei anderen Verhialtnissen anstatt des 
Antagonismus eine Summation der ungiinstigen Wirkungen beider 
Faktoren auf die Pflanze sich duBert. Es existiert ein gewisses Ba- 
lancieren zwischen Kalium und Radium bzw. Réntgenstrahlen. Dieses 
genau zu bestimmen, ist die Aufgabe zukiinftiger Forschungen. 

Wir miissen hier noch betonen, daB der Antagonismus zwischen Kalium 
und Radium bzw. anderen radioaktiven Elementen auch in einem anderen 
Gebiet der Biologie bei Anwendung anderer Objekte und bei ganz anderen 
Versuchsanordnungen, namlich auf einem isolierten Froschherz, erwahnt 
wurde. Wir meinen hier die héchst interessante Arbeit von Zwaardemaker'). 
Gleichfalls sei es uns noch gestattet, die Arbeiten von Stoklasa *), als mit dem 
von uns untersuchten Problem in Verbindung stehend, zu erwaihnen. In 
Versuchen mit verschiedenen Pflanzen (Roggen, Weizen, Bohnen, Buch- 
weizen usw.) zeigte Stoklasa, daB Radiumemanation (Radioaktivitét des 
Milieus) die giftige Wirkung der Selenverbindungen auf Pflanzen bedeutend 
heruntersetzt oder neutralisiert: auf diese Weise erscheint Radium als 
Antagonist von Selen. 

Wir setzen unsere Versuche der kombinierten Wirkungen ver- 
schiedener chemischer Agenzien und Radium bzw. Réntgenstrahlen 
auf niedere Organismen fort. 


1) H. Zwaardemaker, Ergebn. d. Physiol. 19, 326, 1921; C. r. Soc. Biol. 
1919, S. 625; Klin. Wochenschr. 1, 594, 1922. 
2) J. Stoklasa, C. r. Acad. d. Se. Paris 174, 1075, 1256, 1922. 











Versuche zur Ermittlung des Léslichkeitsprodukts 
von Dicalciumphosphat. 


Von 
M. K. Domontovitsch und 0. VY. Sarubina. 


(Aus dem Laboratorium von Prof. D. N. Prianischnikov in der landwirt 
schaftlichen Akademie (friiher Petrovskaia) bei Moskau.) 


(Eingegangen am 30. Juli 1925.) 


Die Frage nach der Léslichkeit der Calciumphosphatsalze hat 
bekanntlich eine grobe Bedeutung fiir die Landwirtschaft und die 
Physiologie der Pflanzenernahrung. Die Verhaltnisse, welche bei der 
Auflésung oder Ausfillung der Calciumphosphate auftreten, sind aber 
(infolge der Dreibasizitat der Phosphorsiure, der Méglichkeit der 
Bildung verschieden hydratisierter Salze usw.) sehr kompliziert und 
bei weitem noch nicht vollstandig aufgeklart. 

Die Verfasser der vorliegenden Arbeit versuchten, den bekannten 
Satz von der Konstanz des Léslichkeitsprodukts auf die Fille der Lés- 
lichkeit von Calciumphosphatsalzen in Wasser und verdiinnten wisse- 
rigen Elektrolytlésungen anzuwenden. Als erstes Objekt der Unter- 
suchung wurde das Dicalctumphosphat CaH PO, 2 aq, welches leicht 
in kristallinischer Form herstellbar ist, gewahlt. 

Zahlreiche in der Literatur beschriebene Messungen der Lés- 
lichkeit von CaH PO, 2 aq in wasserigen Lésungen [Stoklasa, Rindell, 
Cameron, Joly et Sorel) u. a.] konnten zu unseren Zwecken nicht 
gebraucht werden, da bei diesen Messungen die Wasserstoffionen- 
konzentration nicht beriicksichtigt war. 

Zur experimentellen Priifung der Forme! 

[Ca ][HPO4} Konst. ¢ 


ist eine Bestimmung der Konzentrationen von Ca und von HPO,- 
onen in gesattigten Lésungen von Ca 2 aq erforderlich. 
I gesittigten I g CaH PO, 2 aq erforderlich 


') Landw. Versuchasst. 38, 401, 1891; Amer. Chem. Soc. 28, 1222, 1906; 
C.r. 118, 738. 
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In unserer Arbeit wurde die Ca-lonenkonzentration einfach der 
analytisch gefundenen Gesamtkonzentration des Ca _ gleichgesetzt. 
Die Konzentration der HPO,-lonen wurde aus zwei analytisch be- 
stimmten GréBen: 1. der Gesamtkonzentration von P,O; und 2. der 
Wasserstoffionenkonzentration berechnet. 

Das Calcium wurde nach der Permanganatmethode, die P,O, 
nach der Methode von Lorenz und py mit der Chinhydronelektrode 
bestimmt. 


Zur Berechnung der Konzentration von HPQO,-lonen diente 
die Formel: 
(" 2 POs] 


HPO’ * . 
J ] -+- 10.4 — Ppp 


(1) 
Hier bedeutet [HPO4] die gesuchte Konzentration der H PO,-lonen, 
[14 P,O,;] die analytisch gefundene Gesamtkonzentration der Phos- 
phorsaure (also die Gewichtsmenge P,O, pro Liter dividiert durch 71), 
Py den Wasserstoffexponenten; die Zahl 6,7 ist von der zweiten 


Dissoziationskonstante der H, PO, (10 %7) entnommen. 


Diese Formel wurde aus den zwei folgenden mathematisch for- 
mulierten Hypothesen entwickelt : 
1. Die Summe aller Phosphate in der Lésung besteht ausschlieBlich 
aus zwei Ionenformen, HPOg und H,PO4, oder [H, P04} + [H PO, | 
[¥ P05]. 
2. Das Gleichgewicht zwischen den Phosphationen und den Wasser- 
stoffionen wird vom Massenwirkungsgesetz beherrscht nach der Forme] 


(H }{HPO*™] y a 
—— = , == 10-2. 
[H,Po] ~ © 


Die durchgefiihrten Versuche zerfallen in zwei Reihen: 1. Aus- 
fallungsversuche, 2. Auflésungsversuche. Wir werden unsere Be- 
schreibung von der ersten Reihe anfangen. 

Zur Erhaltung von Ca H PO, 2 aq-Niederschlagen wurden Lésungen 
von CaCl, (0,1 mol.), von KH, PO, (0,1 mol.) und von NaOH (0,2 mol.) 
in verschiedenen Proportionen in einer Reihe von Kolben gemischt; 
die Kolben wurden langere Zeit bei Zimmertemperatur von 19 bis 22° 
stehen gelassen und taglich geschiittelt. Die anfanglich immer amorphen 
Niederschlage gingen allmahlich in kristallirische Form tiber, wenn 
die Reaktion der iiberstehenden Fliissigkeit geniigend sauer war (un- 
gefahr py <— 5,5); bei pq > 6,3 blieben die Niederschlage gewéhnlich 
amorph. In einigen Fallen, im Reaktionsintervall von ungefahr 5,5 
bis 6,2, blieben Kristalle und amorphe Massen in den Niederschlagen 
nebeneinander monatelang bestandig. 








466 M. K. Domontovitsch u. O. V. Sarubina: 


Zur Charakterisierung der Calciumphosphatniederschlage bei den 
Bedingungen unserer Versuche werden hier in der Tabelle I die Er- 
gebnisse eines Versuchs, bei welchem CaCl, (0,1 mol.) und KH,PO, 
(0,1 mol.) im Verhaltnis von 1:2 und dazu noch verschiedene Mengen 
von 0,2 mol. NaOH gemischt wurden, angefiihrt. 





Tabelle I. 
Py in den Lésungen. ... . 4.34 467 555 6.24 645 686 7,21 8,03 
Ca: P,O, im Bodenkérper . . 1.97 2.03 2.35 2.37 2,93 3,10) 3.03 3.03 


Bodenkorper kristallinisch (-+-) 
oder amorph (—) .... . + + | 4 ; —|— | —| — 


Die Analysen wurden nach 3 Wochen nach dem Zusammenmischen 
der Reagenzien durchgefiihrt. 

Bei der Durchtiihrung der Léslichkeitsbestimmungen von Ca H PO, 
+ 2 aq wurde als Kriterium der Anwesenheit von Ca H PO,2aq, in den 
Niederschlagen das Auftreten von typischen Kristallen des Dicalcium- 
phosphats bei mikroskopischer Untersuchung angenommen; es wurden 
also nur die Lésungen iiber den (vollstandig oder teilweise) kristalli- 
nischen Bodenkérpern analysiert. 

Die Ergebnisse der Analysen sind in der Tabelle II zusammen- 
gestellt. 

Tabelle 11. 


Ausfallung von CaHPO,2aq aus Gemischen von KH,PO, (0,1 mol.) 
CaCl, (0,1 mol.) + NaOH (0,2 mol.). 


Analysen der gesittigten Lésungen. 





; a — - — - Ende elves Léalicakert 

Nr. Veseushe in Millimol pro Liter Ca: P20; Pu pr a oder 
Tage Ca PO; in der Lésung ({Ca™"] (HPO")) 

4 8 3,32 915 0,362 5,40 5,54 

1,30 7,75 0,167 5,86 5,60 

0,636 7,18 0,088 6,26 5,61 

5 BO 0,623 14,50 0,043 5,96 550 

1,60 16,10 0,099 3,52 5,53 

1,40 16,20 0,086 5,54 5,51 

32,40 7,32 4,43 4,52 551 

6 60 27,60 7,18 3,83 4,52 5,60 

25,70 5,78 4,45 4,64 5,57 

31,60 8,80 3,60 4,44 5,52 

26,20 7,32 3,58 4,48 5,63 

19.50 5,00 3,99 4,78 5,67 

30,00 9,01 3,33 4,42 5,55 

15,20 44,50 3,43 4,82 5,74 

14,7) 4,16 3,46 4.87 5,76 

12,20 3,31 3,69 5,02 5,70 


Bei dieser Versuchsreihe schwankte die Gesamtkonzentration der 
Elektrolyte (Na, K, Ca, Cl, H,PO,, HPO,) von 0,04 bis 0,10 mol.; 
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die pa-Werte von 6,2 bis 4.4 pa; das Ca: P,O,-Verhialtnis in der Lésung 
variierte von 0,043 bis 4,45 (also mehr als 100fach); die Variationen 
der berechneten Léslichkeitsprodukte waren zwischen den Grenzwerten 
von 10-% bis 10-5” eingeschlossen; das Verhiltnis der extremen 
Schwankungen der Léslichkeitsprodukte war also 1: 1,8. 

Eine gewisse Stabilitaét der Léslichkeitsprodukte von Ca H PO, 2 aq 
tritt folglich in diesen Versuchen deutlich hervor. Ob die dennoch 
ziemlich betrachtlichen Schwankungen von den Mingeln der Versuchs- 
anordnung oder von der Nichtgiiltigkeit der angewendeten Formel 
abhangen, das kénnten nur weitere Untersuchungen aufkliren. Wenn 
wir die Ergebnisse der weiter angefiihrten Auflésungsversuche zum 
Vergleich herausziehen, so scheint es, dab in der besprochenen Aus- 
fallungsversuchsreihe das Gleichgewicht zwischen Bodenkérper und 
Lésung in den meisten Fallen nicht erreicht wurde und daB der richtige 
Wert des Léslichkeitsprodukts bei den Bedingungen dieser Versuche 
sich eher der kleinsten gefundenen Zahl (10~5”) als dem beobachteten 
Mittelwert (etwa 10~—5°) nahert 

Wir gehen jetzt zur Beschreibung der Auflésungsversuche iiber. 
Diese Versuche wurden mit frisch gefailltem CaHPO,2aq durch- 
gefiihrt ; zur Ausfillung vom Calciumdiphosphat wurden zwei Methoden 
angewendet : 

1. Ausfallung einer Lésung von Na,H PO, durch CaC\,. 


2. Auflésen von Ca,(PO,), in Essigsiure und Ausfallen mit Am- 
moniak. Die beiden Methoden ergaben nach der Kristallform und nach 
dem Verhaltnis von Ca: P,O; (welches der Formel des CaH PO, ent- 
sprach) identische Produkte; die Praparate wurden nicht zur Gewichts- 
konstanz getrocknet, und das Kristallwasser wurde nicht bestimmt; 
in Parallelversuchen ergaben beide Priparate auch identische Lés- 
lichkeitsprodukte. 

Die Versuche wurden in folgender Weise durchgefiihrt. Bestimmte 
Mengen von CaH PO, 2 aq (gewohnlich 1g pro Liter Lésungsmittel) 
wurden in eine Reihe von Kolben mit verschiedenen Lésungsmitteln 
gebracht; zum Durchmischen wurde durch die Kolben 6 Stunden 
taglich ein Strom in einer Reihe von Waschflaschen gereinigter Luft 
durchgezogen; die Temperatur wiahrend der Versuche blieb in den 
Grenzen von 19 bis 22°. Die Bodenkérper wurden beim AbschluB der 
Versuche mikroskopisch gepriift ; die Kristalle behielten in allen Fallen 
die urspriingliche Form des Ausgangsmaterials; einzelne Bodenkérper- 
proben wurden auch analysiert. Die Analysen der Lésungen wurden 
nach 1, 2 und in einigen Fallen nach 3 und 4Wochen nach dem Anfange 
der Versuche durchgefiihrt; beinahe in allen Fallen wurde schon in 
der ersten Woche das Gleichgewicht praktisch erreicht. 
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Tabelle 111. Ergebnisse der Auflésungsversuche mit CaH PO, 2 aq. 





Ergebnisse der Analysen der Lésun _ = 
3§ 3 » am Ende der Versuche . $ s o 
z Ou & 
ec ae Ursprungliche sz 
>“ | a8 Zus on ‘ Ge  “—3= 
a 35 -usammenscetzung Ca P.O; Ca samt e =: 
A i =? des Lésungsmittels — Pu ionens ~ 20 
3 iN Millis Millie | P2Os konzens, 38 =, 
, mol pro mol pro tration ~~ = 
Tage Liter Liter 
.- Oe ae Bee o-% a4 * we % 0.723 0514 1410 7,15 0,0017)) 6,25 
ee Rf eee oer 0,798 0451 1,770 7,24 |0,0017) 6,25 
4 2 21 Essigsaure, 0,001 mol. 1398 0,704 1.980 646 0.0028) 6,13 
4 3) 21 ns 0,003 mol. 2,993 1,550 1,930 5,71 0,006 6,08 
2 4) 2 i 0.005 mol. 3,890 2,110 1850 540 0008 6,11 
2 3, 28 H,PO,, 0,025mol. . 2,690 2,890 0,956 560 0,008 5,95 
| 28 City NagHPO, + . 
Ld) 28 pe NE PO. fb. o0025mol, 0,299 2,250 0,133 6,86 0,008 6,10 
4 5 21. Bernsteins., 0,003mol. 4690 2465 1870 542 0010 588 
5 5 7 HCl, 0,004mol.... 3,990 2,324 1,720 541 0,013 6,04 
4 4 21 Essigséure, 0,01 mol. . 7,083 3,591 1,970 495 0,014 6,05 
1 3. 28 (yo NegHPO, + 


to NatloPO,), 0,005mol. 0,249 3,940 0,063 680 0,015 5,96 
28 H,PO,, 0,005mol. . 5340 5.490 0.970 5,00 0.016 5.94 
K Hy PO,, 0,005 mol. 0,648 5.920 0110 589 0.017 5,99 
28 e 0,05mol. . 1,100 24.100 0,045 530 0,10 5,70 


* 
a] 


— i t 
Li om BD OO 
te 
ie 2) 


3 14 Na), 005mol.... 1400 0,732 1,910 7,24 0,10 5.80 
3.5 14 CaCl, 0,034mol. . . 34,700 0,672 51,600 5,71 0,10 5,76 
3 2 14 NaCl, 0,044mol. 


+ HCl, 0,.004mol.. 4,390 2395 1840 562 0,10 5,79 
OO” ae 4.190 2392 1.750 5,67 0,10 5.7 
14. NaCl, 0,038 mol. 

+ HCl, 0.08mol, . 8,180 4295 1920 507 0,10 5,79 


o 
wre 
“1 


. 2 S tees as Ss tt 7,981 4295 1860 5.13 0,10 5,75 
3 4. 14 NaCl, 0,026 mol. 

+ HCl, 0,.016mol.. 15,960 8591 1860 453 0,10 5.71 
5 4 7 Dasselbe ..... . | 15,760 8591 1840 457 0,10 5.80 
2 5] 28 | NaCl, 0,lmol. ... 1,600 0916 1,750 7,22 02 5.65 


Die Ergebnisse aller bisher durchgefiihrten Versuche sind in der 
Tabelle III zusammengestellt ; dabei wurde das Material nicht chrono- 
logisch nach den einzelnen Versuchsreihen, sondern nach den zu- 
nehmenden Werten einer willkiirlich gewihliten GréBe, der Gesamt- 
ionenkonzentration in den Lésungen, angeordnet. (In der Tabelle sind 
nur die beim AbschluB der Versuche erhaltenen analytischen GréBen 
angefiihrt). Die Gesamtionenkonzentration wurde aus der bekannten 
Zusammensetzung des urspriinglichen Lésungsmittels und aus den 
Ca und P,O,;-Analysen als Summe der Konzentration von allen ein- 
zelnen Ionenarten naiherungsweise berechnet. 

Die in der Tabelle angefiihrien Reihen zeigen folgende extreme 
Schwankungen: py von 7,24 bis 4,53, fiir die (H-) also 1: 513. Die 
Gesamtionenkonzentration von 0,0017 bis 0,2, also 1: 118. Das Ca/P,0O,- 
Verhaltnis von 0,045 bis 51,6, also 1:1146. Das Léslichkeitsprodukt 
von 10~ ®5 bis 10~ 5, also 1: 4. 
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Auch in dieser Serie zeigt das Léslichkeitsprodukt eine viel gréBere 
Stabilitat als alle anderen beriicksichtigten GréBen. 

Einen viel héheren Stabilitatsgrad zeigen aber die bei einer be- 
stimmten Gesamtionenkonzentration gefundenen Léslichkeitsprodukte ; 
so z. B. in Lésungen mit einer Ionenkonzentration von 0,10 schwanken 


die Léslichkeitsprodukte nur in den engen Grenzen von 10~ >” bis 10~>*; 


eine Schwankung, welche die analytischern, Fehler bei unserer Ver- 


uchsanordnung nicht iiberschreitet. 

Die von uns zur Berechnung der Léslichkeitsprodukte gebrauchten 
Formeln scheinen also nur zum Vergleich der Léslichkeiten in gleich 
konzentrierten Elektrolytlésungen anwendbar zu sein. Beim Vergleich 
der Léslichkeiten von CaHPO,2aq in verschieden konzentrierten 
Lésungsmitteln miissen in die oben angefiihrten Formeln noch passende 
,.Konzentrationskorrekturen” eingefiihrt werden; die GréBenordnung 
derartiger Korrekturen ist aus unseren Versuchen ersichtlich; das 
vorliegende Material ist aber zur quantitativen Ermittlung dieser 
Korrektionskoeffizienten nicht geniigend. 


Zusammenfassung. 

In der Absicht, das Léslichkeitsprodukt von CaHPO,2aq zu 
bestimmen, haben die Verfasser eine Reihe von  Léslichkeitsbe- 
stimmungen durchgefiihrt; dabei wurden in den gesittigten Lésungen 
von CaHPO,2 aq in Wasser und in verdiinnten Elektrolytlésungen 
die Konzentrationen von Ca, P,O; und von den H-lIonen bestimmt. 
Die Konzentration des Diphosphations [H P04] wurde aus den ana- 
lytisch gefundenen GréBen von [P,O,] und [H] nach folgender Forme! 
berechnet: 

“ [*/, P,O;] 
[HPO,] 100627 ae 

Das Léslichkeitsprodukt [Ca] [HPO4] wurde fiir destilliertes 
(von CO, nicht befreites) Wasser gleich 10~ °° 
von 19 bis 22°C gefunden. 


bei Temperaturen 


In Elektrolytlésungen von verschiedener Zusammensetzung (in 
Anwesenheit von verschiedenen Mengen von Na, Ca, K, Cl, H, P04) 
aber von einer unveranderlichen Gesamtionenkonzentration von 0,1 mol. 
(oder ungefaihr 0,05 mol. nach gewéhnlicher Schreibweise) wurde das 


73 gefunden (genauer war der nega- 


Léslichkeitsprodukt gleich 10 
tive Logarithmus dieses Produkts 5,75 + 0,05, welche Schwankung 
in den Grenzen des Versuchsfehlers liegt). 

Bei kleineren Elektrolytkonzentrationen schwankten die Werte 
der Léslichkeitprodukte zwischen den angefiihrten Grenzen 10~°?° 
und 10-59, 








Die Puffereigenschaft der SerumeiweiGkérper. 


Von 
Kl. Gollwitzer-Meier. 
(Aus der medizinischen Klinik der Universitat Greifswald.) 
(Eingegangen am 31. Juli 1925.) 


Mit 2 Abbildungen im Texte. 


Der Schutz des Blutes gegen plétzliche Anderungen seiner Reaktion 
beruht auf seiner ausgezeichneten Pufferung, die es vor allem der Gegen- 
wart des Hamoglobins verdankt. Die PuffergréBe fallt und steigt mit 
der Hamoglobinmenge'). Ein Ausdruck dieser Pufferung ist die Form 
der CQO,-Dissoziationskurve des Gesamtblutes. Es wird mit zu- 
nehmender Wasserstoffionenkonzentration immer mehr Alkali von den 
Puffern zur Kohlensiurebindung abgegeben. Im Vergleich zum 
Hamoglobin treten die tibrigen Puffer des Blutes in den Hintergrund 
und spielen fiir die Reaktionsregulation kaum eine Rolle { Hasselbalch?), 
Straub und Meier*)|. So gering die Puffereigenschaft der Serum- 
EiweiBkorper auch sein mag, so ist ihr Nachweis doch fiir eine andere 
Fragestellung von groBer Bedeutung, namlich fiir die Theorie der 
Elektrolytverteilung zwischen Blut und Gewebe. Folgt diese Elek- 
trolytverteilung dem Membrangesetz, so ist die notwendige Voraus- 
setzung dafiir nicht nur die Gegenwart von nichtdiffusiblen Serum- 
eiweiBkérpern, sondern auch das Bestehen von Alkalieiweibverbin- 
dungen. Die Frage der Serumpufferung und der Alkalibindung an die 
SerumeiweiBkérper sind auf das engste miteinander verkniipft und 
erfordern eine gemeinsame Besprechung. Die Existenz solcher Alkali- 
eiweiBverbindungen schien vor allem durch Dialyseversuche von Rona 
und Gyérgy bewiesen zu sein*). Die Angaben hielten aber einer Nach- 
priifung mit besserer Methode und Anwendung einer Kompensations- 
Schnelldialyse nicht stand, vielmehr soll [ Rona, Haurowitz und Petow®)} 


1) K. A. Hasselbalch, diese Zeitschr. 80, 241, 1917. 

2) Derselbe, ebendaselbst 78, 112, 1917. 

3) H. Straub und KI. Meier, ebendaselbst 89, 56, 1918. 

*) R. Rona und P. Gyérgy, ebendaselbst 56, 416, 1913. 

5) P. Rona, F. Haurowitz und H. Petow, ebendaselbst 149, 393, 1924. 
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bei alkalischer Reaktion das Na im Serum vollkommen diffusibel sein, 
mit anderen Worten, keine Bindung mit EiweiBkérpern eingehen. 
Ebenso wird von Mond') die Méglichkeit einer Bindung merklicher 
Alkalimengen an die EiweiBkérper abgelehnt auf Grund von HCl- 
Titrationskurven des Ultrafiltrats von Rinderserum. Danach enthilt 
das normale Serum eine bisher unbekannte Saure in einer Konzentration 
von n/70 bis n/120, die in das Ultrafiltrat iibergeht und zwischen py 5 
und 2 ein Pufferungsoptimum besitzt. Auf der Gegenwart dieser Saure 
beruht nach Mond das normale Anionendefizit im Blute, nicht auf 
der Gegenwart von EiweiBanionen. Daraus wiirde sich also der weitere 
SchluB ergeben, daB, soweit sich mit zunehmender H-lonenkonzen- 
tration eine Serumpufferung nachweisen |aBt, sie nicht auf eine Alkali- 
abgabe der Eiwei®kérper, sondern eben dieser unbekannten Saure 
zu beziehen ist. 

Eine Diskussion der ganzen Frage setzt Einigkeit dariiber voraus, 
ob das Serum eine eigene me®Bbare Pufferung besitzt. Diese Frage 
hat bereits eine eingehende Bearbeitung gefunden. Nach den Beob- 
achtungen Hasselbalchs nimmt die Menge der gebundenen Kohlen- 
siure im Serum bei der Kohlenséuretitration zu, d. h. die Serumkurve 
ist etwas gepuffert. Auch Straub und Meier machten die Fest- 
stellung einer allerdings nur bei niedriger Kohlensaurespannung nach- 
weisbaren Serumpufferung. Es wird also Alkali mit steigender 
Kohlensaiurespannung zur Kohlenséurebindung bereit gestellt durch 
Beeinflussung der Dissoziation einer im Serum vorhandenen schwachen 
Saure. Dieser Auffassung schlossen sich verschiedene andere Unter- 
sucher an |Warburg?), Collip*)|. Nach Doisy, Eaton und Chouke*) 
sollen 16 Proz. des Pufferalkalis im Gesamtblut auf die serumeigenen 
Puffer entfallen. 

Sehr viel schwieriger ist die Entscheidung tiber die Natur der 
Serumpuffer. Es war naheliegend, die Puffereigenschaft den Serum- 
eiweiBkérpern zuzuschreiben. Damit muBte man aber auch an der 
Alkalibindung der Serumeiweibkérper festhalten. Dagegen sind aber, 
wie erwahnt, Widerspriiche geltend gemacht worden. 

Zu denen, die sich der gegensitzlichen Meinung anschlieBen, gehéren 
auch Cushny*®), Mellanby und Thomas*) und Bayliss’). Cushny stiitzt sich 


1) R. Mond, Pfliigers Arch. 199) 187, 1923: R. Mond und H. Netter, 
ebendaselbst 207, 515, 1925. 

2) E. J. Warburg, Biochem. Journ. 16, 153, 1922. 

%) I. B. Collip, Journ, of biol. Chem. 46, 61, 1921. 

*) E. Doisy, E. Eaton und K. Chouke, ebendaselbst 53, 61, 1922. 

5) T. R. Cushny, Journ. of Physiol. 58, 391, 1920. 

*) Mellanby und Thomas, ebendaselbst 54, 178, 1920. 

7) Bayliss, ebendaselbst 58, 162. 1919. 
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dabei auf Filtrationsversuche im Serum, ohne die Tatsache der Serum- 
pufferung zu beriicksichtigen. Die Darlegungen von Mellanby und Thomas 
ebenso von Bayliss sind bereits von Parsons und Parsons ') bzw. E. S. Warburg 
widerlegt worden. Es wurde sogar spiter durch Mukai?) unter Bayliss 
in Ubereinstimmung mit anderen Untersuchern die Puffereigenschaft 
des Serums bestatigt. 


Diese verschiedenen Widerspriiche lassen sich an Hand der bisher 
mitgeteilten Versuche nicht beseitigen, zumal diese mit verschiedenen 
Methoden angestellt wurden. Zum Nachweis der Serumpufferung 
diente gewéhnlich die CO,-Bindungskurve, wahrend die Méglichkeit 
von AlkalieiweiBverbindungen auf Grund von Filtrations- und Dialyse- 
versuchen abgelehnt wurde, in denen sich der Serumalkali als fast 
vollig diffusibel erwies. Wenn nun der Nachweis einer Pufferwirkung 
des Serums geliefert erscheint, andererseits aber die Méglichkeit einer 
Alkalibindung durch die EiweiBkérper abzulehnen ware, so miiBte die 
Serum pufferung auf einer anderen unbekannten Siure beruhen, deren 
ixistenz Mond behauptet. 


is ist deshalb zu priifen, wieweit die Serumpufferung eine Funktion 
der SerumeiweiBkoérper ist. Verdankt diesen das Serum seine Pufferung, 
so mibten wir im eiweibfreien Ultrafiltrat diese Pufferung vermissen, 
auBerdem mu die PuffergréBe mit der Konzentration der Serum- 
eiweiBkérper zunehmen. 

Fiir Untersuchungen der PufferungsgréBe stellt die Bestimmung 
der Kohlenséurebindungskurve die empfindlichste Methode dar, da sie 
einen exakten Nachweis von ganz geringen Verainderungen im Puffer- 
alkali gestattet. Ich habe nun einmal die Pufferung von gewéhnlichem 
unverandertem Serum bestimmt, dann einen Teil dieses Serums ultra- 
filtriert und auch die Pufferung des Ultrafiltrats und Ultrafiltrations- 
riickstandes gemessen. Die Ultrafiltration wurde mit kleinen Serum- 
mengen ausgefiihrt und erstreckte sich nur auf die Dauer von einigen 
Stunden. Die Bestimmung der Kohlenséurebindungskurve wurde 
noch am selben Tage vorgenommen bei einer Versuchstemperatur 
von 38°C. Das Ultrafiltrat war véllig eiweibfrei, der Eiweibprozent- 
gehalt des Riickstandes wesentlich erhéht gegeniiber dem normalen 
Serum. Die Pufferung wurde innerhalb des physiologischen Reaktions- 
bereichs bei niedrigen Kohlensaiurespannungen untersucht. 

Im unverinderten Serum nahm mit steigender Kohlensaure- 
spannung die Menge der gebundenen Kohlensiure etwas zu (s. Tabelle I, 
Abb. 1). Es bestatigt dies nur die friiheren Angaben iibec die Serum- 
pufferung. Aber auch im eiweibfreien Ultrafiltrat lieB sich eine ganz 


1) T. R. Parsons und W. Parsons, diese Zeitschr. 126, 199, 121. 
*) Mukai, Journ. of Physiol. 55, 356, 1921. 





Puffereigenschaft der Serumeiwei®Bkoérper. 


Tabelle I. 





Gebundene CO, Zunahme der 
C O»g-Spannung geb. CO, 
VolL-Proz Millimol Millimol 


Unverindertes Serum. Eiweif 8.8 Proz. 
16.7 49.9 22,2 
27.0 55.1 24.6 
39.0 56.7 25, 
60.0 58.4 26.0 
‘Itrafiltrationsriickstand. Eiweib 
18,1 504 22.5 
20.8 51,7 23.0 + O5 
36,2 §2.2 23,3 L O7 
Ultrafiltrationsriickstand. Eiweib 3.5 Proz. 
16.6 48,7 21, 
36,7 59.4 
443 60.5 





U-Riickstand 


Serum 
Ufrafiltrat 








Treié L02* 
40 50 80 700 





20 
CO2-Spannung 


Abb. 1. CO,-Bindungskurven von Serum, Ultrafiltrat und Ultrafiltrationsruckstand. 


geringe Pufferung nachweisen, allerdings betrug die Puffergrébe des 
Ultrafiltrats bloB einen Bruchteil der des normalen Serums, wahrend 
bei dem Ultrafiltrationsriickstand mit erhéhtem Eiweibgehalt die 
PuffergréBe die des gewéhnlichen Serums iibertraf. Als Mab der 
PuffergréBe dient die Zunahme der gebundenen Kohlensaure. Sie 
ist in den Tabellen in Millimolen angegeben. Van Slyke') bezeichnete 
als Pufferwert einer Lésung die Menge der aufgenommenen Alkali- 


x 


aiquivalente bei Anderung der H-Ionenkonzentration um eine Einheit 


1) D. van Slyke, Journ. of biol. Chem. 52, 525, 1922. 
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Abb. 2 zeigt den Pufferwert von normalem Serum, Ultrafiltrat und 


Ultrafiltrationsriickstand zwischen pg 7,5 und 7,3. 


Die 


GréBe des 


Pufferwerts andert sich mit der H-Ionenkonzentration und wird mit 
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Pufferwert von Serum, Ultrafiltrat und Ultrafiltrationsriickstand 


bei verschiedenem pyy. 


a und a’ beruhen auf der Pufferung durch EiweiSkérper + ultra- 
filtrierbare Serumbestandteile. 
»h beruht auf der Pufferung durch ultrafiltrierbare Serumbestandteile. 


steigender H-lonenkonzentration kleiner. 
spannung findet im Serum iiberhaupt keine Mehrbindung von Kohlen- 


séure statt (Straub und Meier). 


Tabelle 11. 


Bei héherer Kohlensaure- 


Der Pufferwert wird Null. 





Gebundene CO, 


C O2-Spannung 


33,4 
46,7 
68.0 


19,6 
34,5 
50,2 


59,2 


11,8 
30.0 
41.7 
70,2 


53,1 | 23,7 

56.0 25.0 +138 

57,9 25,8 +21 
Ultrafiltrationsriickstand. EjiweiB — 0. 

54,0 24.1 

55,7 24.8 + 07 

56,0 25,0 + 0,9 

56,6 25,2 +11 

Ultrafiltrationsriickstand. Eiwei® = 15,8 Proz. 

49,1 21,9 

57,0 25.4 +35 

62.4 27,8 + 5,9 | 

65,7 29.3 + 7,4 


Vol.+Proz. 


Unverandertes Serum. 


Millimol 


Zunahme der 


geb. CO, 
Millimol 


Eiwei8 = 7,7 Proz. 


“I-13 +1 +1 


~I-1 <3 +1 
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Puttereigenschaft der SerumeiweiBbkérper. 


Tabelle 111. 





Gebundene CO, Zunahme der 
C OysSpannung geb. CO, 
Vol.+Proz. Millimol Millimol 


Unveraindertes Serum. Eiweib 7.0 Proz. 
13.8 35.4 15.8 
26.8 41.2 18,3 + 25 
43,2 43,2 19.4 + 3.6 
58.6 45,7 20.4 +. 4.6 


65 
» 


23 
12 


Ultrafiltrationsriickstand. Eiweif 
17.5 38.7 7.2 58 
29.9 39,7 - O5 36 
49.9 40.1 . +. 0,7 ,l4 
Ultrafiltrationsriickstand. EjiweiB 10,7 Proz. 

2.6 35,2 15,7 69 
43.9 19.5 +38 53 

48.3 215 + 58 22 

51.2 22.8 + 7,1 7,15 


Diese Versuche erfahren eine wertvolle Unterstiitzung durch die Angaben 
von van Slyke, Wu und Me Lean'). Sie dialysierten Serum bis zu einer 
Elektrolytkonzentration von weniger als n/1000 und untersuchten die 
Puffereigenschaft der SerumeiweiBkérper in einer Na,CO,- und NaCl- 
Lésung. Auch in dieser Lésung von genau bekanntem Salzgehalt lieB sich 
mit zunehmender Kohlenséiurespannung eine Mehrbindung von Kohlen- 
siure nachweisen, die nur auf die EiweiBkérper bezogen werden konnte. 

Die Serumpufferung ist nach diesen Versuchen also an die Gegen- 
wart der EiweiBkérper gebunden und nach dem Pufferwert der Ultra- 
filtrationskurve nur zu einem ganz geringen Teile an die Phosphate 
und andere ultrafiltrierbare saure Serumbestandteile. Die mit zu- 
nehmender H-lonenkonzentration erfolgte Mehrbindung von Na an 
Kohlensaure ist aquivalent einer von den Puffern abgespaltenen Alkali- 
menge. Es wird also von den SerumeiweiBkérpern innerhalb des 
physiologischen Reaktionsbereiches eine meBbare Alkalimenge zur 
Serumpufferung abgegeben. Die SerumeiweiBkérper miissen an Alkali 
gebunden sein. 


1) D. van Slyke, H. Wu und Fr. Mc Lean, ebendaselbst 56, 765, 1923. 








Einfache und schnelle nephelometrische Bestimmung 
der verschiedenen Substanzen. 
Zugleich einfache Sulfatbestimmung im Harn. 


Von 


Leo Lorber. 


(Aus dem Zentrallaboratorium der Krankenhauser der jiidischen Gemeinde 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 31. Juli 1925.) 


Die quantitative Bestimmung der verschiedenen Verbindungen 
bzw. Elemente in den verschiedenen Korpersiaften ist hauptsichlich 
deshalb so umstiindlich, weil bei deren genauer Bestimmung die 
Separierung der Stoffe aus den Koérpersaften notwendig ist. Gesteigert 
wird die Schwierigkeit der Bestimmung, wenn wir zur genauen Be- 
endigung der Untersuchung nur iiber eine gravimetrische Bestimmung 
verfiigen. 

Die Bestimmung des SQO,, Na, K, Mg usw. ist wegen obiger Um- 
stinde im Rahmen der alltaglichen klinischen Untersuchungen nicht 
auszufiihren; und doch ist es sicher, daB die Untersuchung der Quan- 
titatsverinderungen obiger Ionen in sehr vielen Fillen interessant, 
sogar vom therapeutischen Gesichtspunkte aus wichtig wire. 

Aus den seit der Vereinfachung der Ca-Bestimmung ausgefiihrten 
Serienuntersuchungen ersehen wir bereits die physiologische und 
therapeutische Wichtigkeit dieses lons. Aber selbst diese Bestimmung 
ist noch immer zu umstaéndlich, um in der taglichen klinischen Praxis 
ausfiihrbar zu sein. 

DaB in den taglichen klinischen Salzstoffwechseluntersuchungen 
das Chlorion es ist, dessen Quantitatsveranderung wir zu bestimmen 
pflegen, hat seine Ursache in der einfachen und schnellen Ausfiihrbarkeit. 
Und doch kénnte auch die Quantitétsuntersuchung der iibrigen Ionen 
in vielen Fallen gewiB dieselbe Abweichung zeigen, welche wir beim 
Chlor feststellen, sogar wird es Fille geben, wo wir trotz des normalen 
Chlorstoffwechsels Stérungen im iibrigen lonenstoffwechsel finden. 

Die Bedeutung der Bestimmung einzelner lonen odgr Verbindungen 
iiberwiegt bei weitem die gleichzeitige Bestimmung mehrerer Elemente, 
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wo wir dann nicht nur das Fehlen oder die Anh&ufung einzelner Be- 
standteile sehen, sondern auch die Aufdeckung von lonengleichgewichts- 
stérungen im Organismus erméglichen kénnen. 

Im folgenden teile ich mit Benutzung des eben veréffentlichten 
allgemeinen Prinzips'!) eine solche allgemeine Methode mit, mit deren 
Hilfe in kurzer Zeit quantitativ in kleinen Mengen alle jene Stoffe 
zu bestimmen sind, welche nach Hinzufiigen gewisser spezifischer 
Chemikalien eine Tribung in den Kérpersaften hervorzubringen im- 
stande sind. 

Die Triibung ist auch vorher fiir quantitative Bestimmungen 
benutzt worden. Aber diese Bestimmungen wurden umstandlich 
dadurch, daB die in den Kérpersaften entstandenen Triibungen nicht 
zu vergleichen waren mit der Triibung der wasserigen Lésungen, wem 
z. B. bei der PO,-Bestimmung nach Kleinmann so abgeholfen wurde, 
da®B man das Blut nach Newmann zerstért und dann das PO, nephelo- 
metrisch bestimmt hatte. Dadurch wurde aber die Bestimmung seh 
umstandlich. Die Bestimmung hatte man mit dem Nephelometer 
beendigt, weswegen diese nicht iiberall auszufiihren ist. 

Das neue Prinzip erméglicht es aber, die Bestimmung bzw. die 
Triibung direkt in den K6rperséften hervorzurufen und so kénnen 
wir die Bestimmung einfach vollfiihren, die Bestimmung kann auch 
ohne Nephelometer ausgefiihrt werden. 

Ich arbeitete die Methode ausfiihrlich am klinisch so umstandlich 
zu bestimmenden SO, aus. 

Das Wesen der Bestimmung ist das fo'gende: In zwei gleich grobe 
MeBzylinder vom gleichen Kaliber messen wir gleiche Mengen des 
Korpersaftes ab, in den einen geben wir auBecdem eine genau abgewogene 
Menge von SQ, und verursachen nach Ansaiuern mit Salzsiure eine 
Triibung durch BaCl,. Die triiben Fliissigkeiten in beiden Zylindern 
verdiinnen wir so lange, bis wir die an die Zylinder angeklebte schwarze 
Schrift eben gleich gut sehen oder lesen kénnen. Aus den Verdiinnungen 
und der hinzugefiigten SO,-Menge berechnen wir das Sulfat auf Grund 
der allgemeinen Gleichung. 


Die zu der Bestimmung notwendigen Instrumente und Lésungen. 

1. Zwei gleichkalibrige und gleich hohe MeBzylinder von 200 cem 
mit eingeschliffenem Glasstopfen, in deren unteres Drittel dieselbe 
gut lesbare Schrift anzukleben ist. 

2. In 1/19 eingeteilte Pipetten. 

3. 5proz. HCl-Lésung [die konzentrierte (25 proz.) auf 1:5 
verdiinnt }. 


1) L. Lorber, diese Zeitschr. 162, 354, 1925. 
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4. 10 proz. BaCl,-Lésung. 

5. 1 Prom. SO, enthaltende (H,N),SO,-Lésung, welche auf die 
Weise bereitet ist, daB man 1,65 g aus umkristallisiertem (H,N),S0O, 
in | Liter auflést. Statt (H,N),SO, kann auch n/50 H,SO, angewandt 
werden, welche auf SO, umgerechnet 0,8006 prom. ist. 


Ausfiihrung. 

Wir messen genau je | cem') Harn in beide MeBzylinder, zu jenem 
mit der Marke ,,A*‘ noch 1 ccm der SO,-Lésung; dann zu beiden 5 ccm 
HCl und 5cem BaCl,. Nach 3 Minuten langem Warten verdiinnen 
wir die Flissigkeit in dem einen Zylinder so lange, bis die Schrift gut 
sichtbar ist; jetzt verdiinnen wir die Fliissigkeit im anderen Zylinder 
so lange, bis die Schrift gerade so gut zu sehen ist. Aus den Ver- 
diinnungen berechnen wir das Sulfat. 

Die Bestimmung wird sehr genau, wenn wir mehrere Paralle!- 
bestimmungen ausfiihren, was wir leicht tun kénnen infolge der Ein- 
fachheit der Bestimmung, — ferner wenn wir bei derselben Bestimmung 
die Triibungsverinderung in mehreren Verdiinnungen untersuchen. 
Letzteres hat so zu geschehen, daB wir die weniger triibe Fliissigkeit 
so lange verdiinnen, bis wir die Schrift gerade bemerken, das gleiche 


tun wir mit dem anderen Zylinder — immer vergleichend mit dem 
ersten. Danach verdiinnen wir im ersten Zylinder weiter, bis wir 


die Schrift gut lesen kénnen, verdiinnen dann im zweiten Zylinder 
so lange, bis wir die Schrift des letzteren gerade so gut lesen kénnen, 
wie die des ersten. Solcher Punkte kénnen wir auch mehrere ablesen, 
berechnen aus den verschiedenen Werten je das SO, und ziehen einen 
Mittelwert aus ihnen (die Zylinder werden von vorn beleuchtet, d. h. 
wir stehen beim Ablesen den Riicken zur Lichtquelle zugewendet). 
Die Berechnung des SO, geschieht auf folgende Weise: in 1 ccm 
Harn war x mg SQ,, das hinzugefiigte SO, (lccm aus dem 1 proz. SO;) 


y oe . 
war 1 mg, so, dab x = 1 mg , wenn die Verdiinnung des einen 
z—4 
(im ,,A‘-Zylinder) SO, z, die des anderen y war, bei Triibungs- 
gleichheit?). 


Ich kontrollierte die Bestimmungen makrogravimetrisch und 
erhielt gut iibereinstimmende Werte (Tabelle weiter unten). 

Bei weniger Stoffe enthaltenden Fliissigkeiten kénnen wir auch 
den Autenriethschen Kolorimeter benutzen, wenn wir an die Innen- 
fliche des grauen Fensters des Kolorimeters die beiden Exemplare 
der gut sichtbaren Schrift anbringen. Die mit der MeBlésung ver- 


1) Ist wenig SO, vorhanden, dann mehr. 
2) Siehe allgemeine Gleichung, |. c. 
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mehrte triibe Lésung gieBen wir in den Keil, wahrend die Original- 
lésung in die Kiivette gegeben wird ; der Keil wird dann so lange bewegt, 
bis wir durch beide Fliissigkeiten hindurch die Schrift gleich intensiv 
sehen. Wenn die in die Kiivette zu bringende Fliissigkeit nicht durch- 
sichtig ist, verdiinnen wir sie so lange, bis sie durchsichtig ist; dic 
Fliissigkeit im Keil wird ebenso verdiinnt. 
Berechnet wird nach der Gleichung ') 
100 — sk 
sk , 
wo a hinzugefiigte SO,-Menge, sk die abgelesenen Skalenteile 
bedeutet. 


a 


Der durch die Berechnung erhaltene Wert bezieht sich auf die 
Stoftmenge in der abgewogenen Quantitét Korpersaft. 





Makrogravimetr Differenz 
Methode 


mg mg mg 


Neue Methode 


2.361 2.428 26 0,067 

0.5207 0,501 3, 0.0197 
0.300 0.312 . 0,012 

0,280 0,264 5. 0,016 

0,923 0,930 4 0.007 

1,100 1.070 2. 0,030 

0,196 0,203 3 0.007 

0,144 0,144 “ 


l 
°? 
3 
4 
5 
6 
Ss 


Bemerkung. Die makrogravimetrische Bestimmung wurde mit 50 cem 
Harn ausgefiihrt. 


Die hier mitgeteilten und mit der obigen Methode gewonnenen 
Werte stimmen also, laut der Tabelle, sehr gut mit den durch die gra- 
vimetrische Methode bestimmten iiberein. 


!) Siehe im Allgemeinen Teil, 1. c. 








Einfache Mikro-Diastase-Bestimmung in den Kérperfliissigkeiten. 


Von 
Leo Lorber. 


(Aus dem Zentrallaboratorium der Krankenhauser der jiidischen Gemeinde 


in Budapest.) 


(Eingegangen am 31. Juli 1925.) 


Die einzig genaue Methode') der Diastasebestimmung, Bestimmung 
des gebildeten Zuckers, war wegen der Umstandlichkeit der Zucker- 
bestimmung bei den klinischen Diastaseuntersuchungen nicht an- 
wendbar. Die in dieser Zeitschr. 158 *) mitgeteilte einfache Zucker- 
bestimmungsmethode ermdéglicht es, den Diastasewert bei den 
Diastasebestimmungen durch den gebildeten Zucker auszudriicken. 

Mit Benutzung der Zuckerbestimmungsmethode teile ich im 
folgenden eine schnelle und einfache, jedoch auch genaue Werte 
liefernde Diastasebestimmungsmethode mit, weiter méchte ich auf 
die Fehler der mit den bisherigen klinischen Methoden gewonnenen 
Diastasewerte hinweisen. 


Von der Methode im allgemeinen. 


Die das Ferment enthaltende Lésung wird mit einer Starkelésung 
eine oder mehrere Stunden lang auf einem Wasserbad von 40°C ge- 
halten und nach Beendigung der Amylolyse die gebildeten reduzierenden 
Substanzen in aliquoter Quantitaét bestimmt. (Mit einer geringen 
Ubung kénnen wihrend 3 Stunden 25 bis 30 Diastasebestimmungen 


ausgefiihrt werden.) 


Die zu der Bestimmung notwendigen Lésungen. 


1. n/100 neutrale NaCl-Lésung, welche so hergestellt wird, daB wir 
aus einer bereit gehaltenen Normal-NaCl-Lésung (5,84 g NaCl in 100 cem 
Wasser) | ccm auf 100 ccm neutral destillierten Wassers verdiinnen. 


1) C. Oppenheimer, Die Fermente 1925, 8S. 673. 
2) L. Lorber, diese Zeitschr. 158, 205, 1925. 
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2. Frisch bereitete 2proz. Starkelésung, die einfach so hergestellt wird, 
daB wir in 100 ccm der unter 1. bereiteten n/100 NaCl-Lésung 2g Amylum 
solubile Merck unter Erwirmen auflésen. 

3. Die zu der Zuckerbestimmung erforderlichen Lésungen (siehe zitiertes 
Heft dieser Zeitschr.). 


Die Ausfihrung der Bestimmung. 

Von der Diastasclésung konzentriert oder nach deren Ver. 
diinnung (abhangig von der zu erwartenden Menge) messen wir 0,5 ccm 
in eine Eprouvette, hierzu ebensoviel destilliertes Wasser und 4 ccm 
der 2 proz. Starkelésung; danach halten wir dieselben 1 Stunde oder 
nach Bedar* langere oder kiirzere Zeit (s. unten) auf einem Wasser- 
bad (gréBerer Becher) von 40°C. Nach Beendigung der Zersetzung 
messen wir von der Eprouvette | ccm in ein Zentrifugierréhrchen, 
das bereits 2ccm der aa-Mischung von Fehling 1 und II enthalt und 
fiihren die Reduktion bzw. Bestimmung nach der genannten Methode 
aus. Weil aber die Maltose schwerer reduziert, dauert das Siedea hier 
3 Minuten lang. Bei EiweifB enthaltenden Lésungen verfahren wir nach 
der ebenda!) beschriebenen Weise. Die Diastaseeinheiten driicken wir 
mit der Zahl der Milligramme des reduzierten Cu aus. Wir nennen 
eine Diastaseeinheit die Diastasemenge, welche aus S8ccem Stdrkelésung 
(Lésung 2, s. oben), die in 10 ccm Gesamtvolumen enthalten ist (Starke- 
lésung + Diastaselisung + Aqua), in 1 Stunde Img Cu reduzierende 
Substanzen abscheidet. In den Kérpersiften beziehen sich die Diastase- 
einheiten auf 1 ccm Korpersaft. Z.B. im Harn D = 13,5 bedeutet, 
daB leem Harn in 1 Stunde so viel Kohlenhydrate abgeschieden hat, 
welche 13,5 mg Kupfer reduzieren. 


Die Bestimmung in den verschiedenen Kdérpersiiften. 

Im Harn. Die Bestimmung wird mit 0,5ccm Harn in der mit- 
geteilten Art ausgefiihrt; die Reduktion geschieht nach 1 Stunde. 
Wenn wir viel Diastase erwarten, so ist es empfehlenswert, die Reduktion 
in lcem nach einer halben Stunde auszufiihren, den Rest weiter auf 
dem Wasserbad zu halten und wenn nétig, die Bestimmung nach 
1 Stunde zu wiederholen. 

Erwarten wir aber nur wenig Diastase, so reduzieren wir erst nach 
1 Stunde. Wenn wir dann bloB eine geringe Reduktion erhielten, 
so fiihren wir nach 2 Stunden die Reduktion in einem neuen Kubik- 


zentimeter aus. Im allgemeinen gebrauchen wir aber das Einstunden- 
verfahren. 

Der Reduktionswert von | Stunde multipliziert mit 10 ergibt die 
Diastaseeinheiten in 1 com Harn. 


) le. 
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Eiweif enthaltender Urin wird so enteiweiBt (natiirlich nach 
Beendigung der Digerierung), da zu 1 cem des zu untersuchenden 
Materials 0,5 Aqua dest., 0,25 cem */,n H,SO, und 0,25 cem 10 proz 
Na-Wolframatlésung hinzugefiigt, abzentrifugiert und lccem der 
reinen Fliissigkeit reduziert wird. 

Die Diastaseeinheit = der gefundene Wert multiplizie:t mit 20 

Bei Zucker enthaltenden Harnen ist die urspriingliche Reduktion 
des Urins von den mit obiger Methode gewonnenen Reduktionswerten 
zu subtrahieren. Zu der Bestimmung soll immer frischer Harn ver- 
wendet werden. 

Im Stuhl. Eine kleine Portion (2 bis 3g) wird entnommen, mit 
destilliertem Wasser auf das Zehnfache verdiinnt und in einem Moérser 
gut verrieben. Nach 10 Minuten langem Stehen wird dieselbe ab- 
zentrifugiert und mit 0,5cem der Fliissigkeit die Bestimmung aus- 
gefiihrt; reduziert wird 1 ccm Fliissigkeit nach der Digestion. 

Diastaseeinheit der gefundene Reduktionswert multipliziert 
mit 100. 

Bei genauen Bestimmungen mu die anfangliche Reduktion des 
Kotes vom endgiiltigen Resultat abgezogen werden. Die anfangliche 
Reduktion wird mit 0,5ccm des verdiinnten Stuhles auf die Weise 
ausgefiihrt, daB derselben 2cem Fehlingscher Mischung hinzugefiigt 
und die Reduktion nach der mitgeteilten Art ausgefiihrt wird; der 
gefundene Wert mit 20 multipliziert muB vom Diastasewert des Kotes 
abgezogen werden. 

Die Reduktion wird auch hier nach ‘4, 1 oder 2 Stunden aus- 
gefiihrt, abhaingig von der Quantitaét der Diastase (s. oben). 

Im Blute bzw. Serum. Bestimmung mit 0,5 ccm Blut bzw. Serum. 
Der Zuckergehalt des Blutes wird mit der obigen Methode rasch be- 
stimmt (Sieden auch in diesem Falle 3 Minuten) und der gefundene 
Wert vom Endergebnis subtrahiert. Nach Zersetzung der Starke folgt 
Enteiweibung wie im Harn. Diastaseeinheit gefundener Wert 
multipliziert mit 20 (wovon jedoch die Anfangsreduktion abzuziehen ist). 

Die Bestimmung kann auch mit weniger Blut ausgefiihrt werden 
(0,25 cem) zu der Blutzuckerbestimmung ist ebenfalls keine be- 
sondere Blutentnahme notwendig — auf folgende Weise: 

Von der Fingerkuppe werden 0,25 ccm Blut in eine Eprouvette 
abgemessen, welche 0,25 Aqua dest. -+-2ccm Starkelésung enthalt; das 
ganze kommt ins Wasserbad. Nach | Stunde wird 1 ccm abgemessen, 
enteiweibt (s. oben) und die Reduktion vollfiihrt. Hiermit haben wir 
den Gesamtwert von Blutzucker + Diastase bestimmt; nach einer 
neuerlichen Stunde messen wir wieder 1 ccm ab und bestimmen wieder 
die Reduktionswerte. Der friihere Wert, abgezogen vom letzteren, 
ergibt den Diastasewert. 
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Mikro- Diastase-Bestimmung. 


Diastaseeinheit = der gefundene Wert multipliziert mit 20 


In Ex-, Transsudaten und im Liquor wird die Bestimmung so aus- 
gefiihrt wie im Blutserum. 

Speichel und Duodenalsaft. Es wird eine Verdiinnung 1: 100 
gemacht (mit neutral destilliertem Wasser), hiervon O,5ccem zu der 
Bestimmung verwandt. Reduktion nach einhalb- bzw. einstiindigem 


Wasserbad. Diastaseeinheit der gefundene Wert multipliziert 
mit 1000. 

Vom Duodenalsaft soll falls Verdacht auf eine Erkrankung 
des Pankreas vorliegt auBer obiger Verdiinnung noch 0.5 cem 


konzentriert eingestellt werden. 

Mit der obigen Methode sowie mit den bisher angewandten 
klinischen Diastasemethoden — k6nnen wir die diastatische Wirkung der 
verschiedenen Korpersafte bestimmen, aber nicht die Diastasemenge. 
Die Fahigkeit derselben Diastasequantitaét, Starke zu zersetzen, hangt, 
wie durch verschiedene Untersuchungen auseinandergesetzt wurde, vom 
Milieu ab. Die H-lonenkonzentration bzw. Salzkonzentration des 
Milieus vermag die Wirkung dersel/en Quantitat Diastase mit mehreren 
100 Proz. zu vermehren [Wohlgemuth')| oder zu vermindern. Di 
bisherigen klinischen Methoden maBen alle die Wirkung der Diastase 
und hielten sie proportional mit der Menge des D, aber nahmen nw 
wenig Riicksicht auf das Milieu. Die Folge davon aber, wie wir 
unten sehen werden, war, daB die nach der Art gewonnenen Diastase- 
wirkungswerte nicht proportional, noch weniger gleich mit det 
Diastasemenge waren. 

Die Salzmenge, Aziditat oder Alkaleszenz der Kérpersafte — haupt- 
séchlich die des Kotes und des Urins —, bewegen sich in sehr weiten 
Grenzen. Wir wissen aber, da die Veranderung der H-lonenkonzen- 
tration — wie das von mehreren nachgewiesen wurde die Diastase- 
wirkung sehr stark beeinflufBt: auf die Wirkung der tierischen Diastase 
sind auch die Salze von auBerordentlich groBem Einflub, so ist dessen 
Wirkung in salzfreiem Medium nach mehreren Autoren*) gleich Null 
Darum léste auch ich die Starke in einer schwachen Salzlésung. 

Wohlgemuth*) untersuchte das Wirkungsoptimum der Diastase bei 
verschiedenen Konzentrationen eines Salzes, ferner untersuchte Hahn *) 
vergleichend die Wirkung verschiedener Salze; die Salzkombinationen 
ergaben wieder verschiedene Wirkungen, abhangig von der Qualitét und 
der Menge der sie bildenden Ionen. Diese Verhaitnisse bezogen sich auf eine 
bestimmte H-lIonenkonzentration, da er bei der Untersuchung der Ver- 


1) Diese Zeitschr. 9, 1, 1908. 

2) Siehe ausfiihrliche Literatur bei Oppenheimer, Die Fermente, 8. 690. 
4) Le. 

*) Zeitschr. f. Biol. 71, 287, 302; 76, 227. 
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anderung der H-lIonenkonzentration auf die Wirkung der Salze fand, 
daB die optimale Wirkung der Salze sowie ihre spezifische Wirkung gleich- 
falls sich mit der Veranderung der H-Ionenkonzentration veraindern (Hahn). 

Diese verschiedenen in den Experimenten hervorgebrachten 
Milieuveranderungen kénnen in den verschiedenen Kérpersaften noch 
viel verwickelter entstehen, da zu den Salz- und H-lonenkonzentrations- 
veranderungen noch der EinfluB der Kolloide und der organischen 
Stoffe hinzutreten. 

Ich méchte ein Beispiel von Milieuveranderung in den Kérper- 
siften zeigen. Ausgehend von der bekannten Tatsache, daB das 
Optimum der Diastasewirkung in der Nahe des Neutralpunkts in einem 
wenig sauren Medium liegt, nahm ich an, daB die Alkalisierung des 
sauren Harns und umgekehrt Sauerung des ein wenig alkalischen 
Serums — trotz Unabanderlichkeit der Diastasemenge — hédhere 
Diastasewerte liefern werden. Wie aus der untenstehenden Tabelle er- 
sichtlich, wurde die Annahme vollauf bestatigt. 











S . 
Harn Aqua 2n NaOH tarke Cu reduziert 
ecm com com mg 

4 2.0 4 65 

4 18 0,2 4 14,0 

t 1,6 O04 4 18,0 

4 12 08 4 6,2 

Serum Aqua ni100 HC! n/100 NaOH Starke Cu reduziert 

ecm ccm ccm mg 
I a l “ 3 8,75 
I l “ “ 3 6,00 
l “ “ l 3 5,60 


Wir ersehen also aus diesem Experiment, daB die Nichtbeachtung 
des Milieus bzw. die Veriinderung dieses einen Faktors eine grobe 
Fehlerquelle der bisherigen Bestimmung darstellt; woraus wir noch 
sehen kénnen, daB die bisherigen Bestimmungen — besonders die 
24stiindigen — héchstens einen qualitativen Wert besaBen. 

Im folgenden zeige ich eine sehr einfache Methode zur Aus- 
schaltung des stérenden Einflusses des Milieus, wodurch wir erreichen 
kénnen, dag das Ma der Diastasewirkung tatsdchlich das Ma fiir die 
Diastasemenge sein wird. 

Durch Vergleich des oben Mitgeteilten sehen wir also, daB wir bei 
der Bestimmung des Diastasewertes zwei Werte in Betracht zu ziehen 
haben : 

1. Die scheinbare, vom Milieu beinfluBte und bisher bestimmte 
Menge der Diastase = D,, (phaneros) = scheinbare Diastasemenge und 

2. wirkliche Diastasemenge = D, (dikaios), welche unabhangig 
ist vom Milieu. Natiirlich messen wir auch hier nicht die tatsi&chliche 
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Menge des D, weil wir ja das D als Quantitaét nicht kennen, sondern 
wir messen seine von seiner Menge abhiingige baw. damit proportionale 
Wirkung. 


Bestimmung des Dg. 

Die Bestimmung des D, geschieht auf die Weise, dai wir zuerst 
das D,,, bestimmen, sodann so, da wir eine bekannte Menge D ent- 
haltende Lésung hinzugeben; mit wieviel das neue Milieu die Wirkung 
der im salzfreien, neutralen Medium enthaltenen Diastase (= zu- 
gesetzte D) veranderte, mit ebensoviel veranderte das Milieu gleichfalls 
die Wirkung der darin urspriinglich vorhandenen Diastase. Z. B.: Ist 
D = 15,5 in emem neutralen, salzfreien (oder praktisch salzfreien) 
Medium, im neuen Milieu war z. B. die Wirkung auf das Doppelte 
gesteigert, daraus folgt, daB das Milieu auch das darin urspriing- 
lich enthaltene D doppelt wirksam machte, daB also, wenn 

9 
z. B. Dy, = 20, dann Dg = = 10 ist. 
Allgemein kénnen wir Dg einer Diastaselésung auf die Weise be- 


stimmen, daf wir D,), bestimmen, aus einem bekannten Milieu D hinzu- 


fiigen und das gemeinsame D,,, bestimmen, somit wird nach der all-- 


gemeinen Gleichung!) sein: 

Da D Doh 7 
Dob, — Doh 
wo Dg = wirkliche, D zugesetzte, Dp, = scheinbare, Dp, = die vor- 
handene + zugesetzte Diastasemenge bedeuten, oder wenn vorher in der 
Lésung kein D vorhanden war oder das darin gewesene D zerstért 
wurde, so ist 
Dph 


D D : 


Dph p = die scheinbare Menge von D. 

Z. B. in einem schwach alkalischen Harn D,, = 71 Einheiten, D (hinzu- 

gefiigtes) = 12,12 Einheiten, Dy,» im aufgekochten Harn 21,12, so ist 
ny 12,12 
Da lo) 19 414. 

Praktisch kénnen wir uns eine reine Diastaselésung bereiten, 
wenn wir reinen Speichel 1: 100 verdiinnen. 

Zur Bestimmung nehmen wir drei Eprouvetten ; in die erste geben 
wir 0,5 cem Speichel (1 : 100) +- 0,5 Aqua + 4 ccm Starke, in die zweite 
0,5 com Korperfliissigkeit (Harn, Liquor, Kot) + 0,5 cem Aqua + 4 cem 
Starke und in die dritte 0,5 ccm Kérperfliissigkeit (welche D enthalt 
oder aufgekocht wurde) + 0,5cem Speichel (1: 100) + 4 ccm Starke. 


1) L. Lorber, diese Zeitschr. 162, 354, 1925.' 
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Alle drei kommen in ein Wasserbad von 40°C. Nach | Stunde 
nehmen wir je | cem aus allen dreien zur Reduktion und berechnen 
die Werte laut der Gleichung. 

Ich stellte nach der oben angegebenen Weise vergleichende Unter- 
suchungen im Kot und Harn auf D,, und Dg an, deren Ergebnis ich 
hier mitteile. (Ich bemerke, daB obiger Gedankengang von der An- 
nahme ausgeht, dab die Diastasen in den Kérpersaften identisch sind.) 





Hem Dob Da Differenz 

Proz. 

Sp. 20,75 11,40 + 82 

Spo, 31,50 11,15 +178 
G. 9,12 8.93 + 21) 
N. 26,50 15,35 + 726 
W. 5.80 10,80 46.3 
S. 9.75 15,50 — 37,1 
The. 71,40 41,40 72.4 
The., 36,00 32,58 1. 143 
Fieber 23,65 30,65 — 222 
L. 15,69 14,80 54 

Kot 

D. 720 1224.0 — 33.0 
K. 113 248.6 — 545 
M. 167 158.0 + 50 
Diabetes 564 462.0 + 220 


Aus der Tabelle ersehen wir also, daB das Milieu das MaB der Diastase 
in beiden Richtungen sehr stark beeinfluBt. Besonders méchte ich 
die ersten beiden Fille erwihnen. Sp. und Sp.,, sind derselbe Harn, 
Sp-o4 nach 24stiindigem Stehen. Sie ergeben das Resultat der Diastase- 
bestimmung. Nach der bisherigen Methode war D nach 24stiindigem 
Stehen nicht vermindert, sondern in hohem Mabe vermehrt, was natiirlich 
eine Unméglichkeit ist; das ist der Wert von D,,. Der Dg-Wert zeigt 
das, indem trotz der groBen Vermehrung des D,, Dg standig ge- 
blieben ist bzw. eine geringe Herabsetzung zeigt. Diese Erscheinung 
wird durch die Tatsache erklirt, daB die Aziditaét des Harns nach 
24 Stunden abgenommen hat, wodurch fiir die Diastasewirkung ein 
giinstigeres Milieu zustande gekommen ist; bei der Bestimmung des D, 
aber schalteten wir dies aus. 





Harn Dob Differenz Da Differenz 
Proz Proz 
1. Normal (sauer) 9.75 . 15,50 e¢ 
ven Le ’ 1. ( . 3.3 
®. Aziditat vermindert 18,00 84,6 16,02 


Die Wirkung der experimentell hervorgerufenen Alkaleszenz- 
steigerung zeigt die kleine Tabelle, wo auf die Milieuverinderung hin 
D,», sich veranderte, bei Unverandertheit des D4. 





Mikro- Diastase-Bestimmung. 


Zusammenfassung. 


1. Ich teile eine einfache Mikrodiastasemethode 
der einfachen Zuckerbestimmungsmethode. 


2. Es wird auf Fehler der _ bisherigen 
gewiesen. 


3. 


mit, mit Hilfe 
Diastasemethoden hin- 
Es wird eine einfache Methode bekanntgemacht, 


mit der Ein- 


zur Aus- 
schaltung des die Bestimmung des wirklichen Diastasewertes stérenden 
Milieus. 


fiihrung der neuen Begriffe des scheinbaren und wirklichen D, 








Uber Nucleinsiuren aus Krebsgewebe. 


Von 


R. Willheim. 


(Aus dem chemisch-experimentellen Laboratorium der Gesellschaft fiir 
Erforschung und Bekaimpfung der Krebskrankheit und dem medizinisch- 
chemischen Universitétslaboratorium in Wien.) 


(Auf Grund gemeinsam mit A.Griinberg ausgefiihrter Untersuchungen.) 


(Eingegangen am 1. August 1925.) 


Es ist eine Tatsache, daB bei der Untersuchung der tierischen 
Nucleinséure aus verschiedenen Organen wenigstens in der empirischen 
Formel keine weitgehend voneinander abweichenden Resultate erzielt 
wurden, so da} man zur Annahme berechtigt ist, daB simtliche aus 
tierischen Gewebszellen gewonnenen Polynucleotide dem Typus der 
Thymonucleinsaure (C,,;H;,OQ)9N,,;P,) angehéren. Charakteristisch 
fiir diesen Typus ist das Verhiltnis P: N = 4: 15. 

Mit Riicksicht auf diese Tatsache der relativen Konstanz der 
tierischen Nucleinsiuren war es von Interesse nachzusehen, wie sich 
der Bau der Nucleinsiure bei jenen pathologischen Zustanden 
verhalte, die mit krankhaftem Wachstum einhergehen. Unter diesen 
nimmt das Krebsgewebe eine besondere Stellung ein. Stellen doch 
dessen Zellen Elemente dar, die sich durch ein exzessives, das benachbarte 
gesunde Gewebe vernichtendes Wachstum von allen anderen normalen 
Gewebszellen unterscheiden. Bei der auBerordentlichen Bedeutung, 
die den Zellkernen fiir die Vermehrung der Zellen und damit fiir das 
Wachstum von Organen zukommt, war die Méglichkeit gegeben, daB 
die Nucleinséiuren, die ja doch die chemisch am besten bekannten 
Bestandteile der Zellkerne darstellen, in den bésartigen Geschwiilsten 
eine andere Zusammensetzung aufweisen kénnten als in den normal 
wachsenden Kérperzellen. 

Es ergab sich sonach die Aufgabe, aus Krebsgewebe Nucleinséuren 
rein darzustellen und auf ihre Identitaét mit den aus gesunden Geweben 
gewonnenen Thymonucleinséuren und der Guanylsaure zu _priifen. 





R. Willheim: Nucleinséuren aus Krebsgeweben. 480 


Da die Ausbeuten, die man bis jetzt aus gesunden Geweben er- 
reichte, in der Regel sehr gering waren, sind zur Beantwortung 
dieser Fragestellung ganz auBerordentlich groBe, nach Kilogrammen 
zhlende Tumormassen notwendig, um eine halbwegs aussichtsreiche 
Darstellung der Nucleinsiure vorzunehmen. Dazu kommt aber noch, 
daB es durchaus nicht angangig erscheint, verschiedene Krebs- 
geschwiilste zusammen zu verarbeiten, da ja méglicherweise die Ver- 
schiedenheit des erkrankten Organs oder auch individuelle Differenzen 
Unterschiede in den Analysenergebnissen zur Folge haben kénnten. 
So konnten also zur vorliegenden Arbeit ausschlieBlich einzelne, dabei 
ganz auBerordentlich grobe, tunlichst iiber 1 kg schwere Geschwiilste 
herangezogen werden. Sobald ein solcher Fall zur Verfiigung stand, 
wurde das Gewebe zerkleinert und hierauf nach den Prinzipien des 
Verfahrens von Neumann") und den Modifikationen von Levene und 
Jakobs*) einerseits Nucleinséure, andererseits die Guanylsiure zu 
isolieren getrachtet. Die theoretischen Grundlagen dieses Verfahrens 
beruhen darauf, daB die Nucleinséuren durch Behandlung mit Natron- 
lauge aus ihrer EiweifSverbindung herausgelést und nach Entfernung 
des EiweiBbes mittels Pikrinsiure in Gegenwart von Kaliumacetat 
durch Alkohol niedergeschlagen werden. 

Die Trennung der Nucleinsaure von der Guanylsaure erfolgte nach 
den Angaben von Levene und Jakobs*), denen zufolge neutrales Blei- 
acetat Nucleinsiure niederschlagt, wahrend die einfacher gebaute 
Guanylsaure erst nach Zusatz von Ammoniak zum Filtrat obiger 
Fallung ausfallt. Die weitere Untersuchung hatte also zu zeigen, in 
welchem Verhaltnis die aus der Bleizuckerfaillung isolierten Kérper 


zu den Thymonucleinséiuren normaler Gewebe stehen, und zweitens, 
wenn sich nach dieser Richtung hin Differenzen ergeben, ob diese bei 
der Untersuchung mehrerer Geschwiilste untereinander gleich oder 
verschieden sind; denn es ist ja durchaus denkbar, daB Krebsgewebe 


vermége seines Fermentreichtums seine eigenen Nucleinséuren §ver- 
aindert, in welchem Falle man jedoch verschiedene Grade dieser Vor- 
gange und damit auch wesentliche Verschiedenheiten in den Analysen- 
werten der Nucleinséiure erwarten wiirde. Nun ergaben aber die von 
mir untersuchten Geschwiilste tatsichlich einen sehr weitgehenden 
Unterschied vom Bau der normalen Thymonucleinséuren und zeigten 
trotzdem untereinander nur in der Fehlerbreite der Darstellungs- 
methode gelegene Differenzen. Selbstverstandlich werden erst zahl- 
reiche weitere auf die verschiedenartigen Krebse beziiglichen Unter- 
suchungen imstande sein, die Frage zu entscheiden, ob diese 
Ubereinstimmung eine GesetzmaBigkeit darstellt. 

1) A. Neumann, Arch. f. Phys. 1899, 552. 

2) P. A. Levene und W. Jakobs, diese Zeitschr. 28, 127, 1910. 
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Was nun die in den vorliegenden Untersuchungen festgestellte 
Differenz der aus Krebsgewebe isolierten Nucleinsaiure gegeniiber der 
bisher bekannten Thymonucleinsiure anlangt, so manifestiert sich 
dliese Tatsache schon in den Werten der Elementaranalyse : 





Cc H N P 

Proz. Proz. Proz. Proz. 

Thymusdriise [mach Schmiedeberg')| . . . . . 35,82 | 4,14. 14,68) 9.17 
ss | , Herlant?)) ...... . 37,53) 493 1648 9.63 

eo ,  Kostytschew*)} ..... (3811! 554 15.55) 9.25 

Milz [Levene und Mandel*)|. ........ 37,78) 4,86 1651) 8,99 
Niere (Levene und Manael)......... — ~- 15.13 8.66 
Krebs (eigene Analyrenwerte). ....... 40,72) 458 964 884 
( > Pes ee vo eo « | OSS] 456 | 1007) 872 


” os 


Wiahrend ferner als Bruttoforme! fiir die normale Thymonuclein- 
saure Cy,H;,N,,P,Og9 gilt, fiihren die vorliegenden Untersuchungen 
fiir die Nucleinsiuren aus Krebsgewebe zu der Formel Cyg Hg, Nyp Py Oyo. 
Daraus ersieht man, daB sogar der oben erwihnte Quotient P: N in 
den von mir untersuchten Nucleinsiuren nicht 4:15 wie normal, 
sondern 4: 10 betragt, in unserem Falle also ein gewaltiges Defizit an 
stickstoffhaltigen Substanzen vorliegt. Uber die Art dieses Defizits 
klirt uns das Ergebnis der durchgefiihrten hydrolytischen Spaltung 
der isolierten Nucleinséure auf. Diese wurde, um die Bildung humin- 
artiger Nebenprodukte zu vermeiden, nach dem Vorgang von Feulgen®) 
durch Erhitzen des Kérpers mit Sulfitlauge im EinschluBrohr auf 160° 
bewirkt. Dabei zeigte es sich nun, daB von den vier stickstoffhaltigen 
Spaltprodukten der normalen Thymonucleinsiure (Guanin, Adenin, 
Cytosin und Thymin) in den untersuchten Krebsnucleinsiuren blob 
die Purinbasen Guanin und Adenin vorhanden waren, wahrend die 
Pyrimidinbasen nicht ermittelt werden konnten. Die Ausbeute an 
Guanin war dabei 10,38 Proz., die an Adenin 7,49 Proz., berechnet auf 
aschehaltiges Ausgangsmaterial. Nimmt man an, da® sich in der 
Nucleinséiure beide Purinbasen in aquimolekularem Verhiltnis be- 
finden, wie das ja in der Thymonucleinséure gesunder Organe der 
Fall ist, so wiirde man allerdings an Stelle der gefundenen 7,49 Proz. 
9,26 Proz. Adenin erwarten, doch erklart sich dieser Verlust un- 
gezwungen aus der komplizierten Isolierung des Adenins, wahrend 
Guanin direkt bei der Hydrolyse ausfillt und gleich gewogen werden 
kann. Tatsachlich lieferte eine zur Kontrolle vorgenommene Hydro- 


') O. Schmiedeberg, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 57, 332, 1907. 
*) Herlant, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 44, 149, 1900. 

) S. Kostytschew, Zeitschr. f. phys. Chem. 39, 545, 1903. 

‘) P. A. Levene und J. Mandel, ebendaselbst 50. 2, 1900. 

5) R. Feulgen, ebendaselbst 102, 244, 1918. 
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lyse echter Thymonucleinsaure (Heringssperma) ein ahnliches Defizit 
an Adenin. Rechnet man nun unter der Voraussetzung aquimolekularer 
Anwesenheit der beiden Purinkérper den ihnen entsprechenden Stickstoff- 
wert in Prozenten des Substanzgewichts, so erhalt man einen Stickstoff- 
gehalt von 9,62 Proz. Da dies mit den in der Elementaranalyse 
durchschnittlich gefundenen 9,5 Proz. hinlanglich iibereinstimmt, ist 
damit sehe wahrscheinlich gemacht, daB tatsachlich andere stickstoff- 
haltige Substanzen im untersuchten Nucleinsiuremolekiil nicht vor- 
handen sind. Berechnet man weiter den beiden Purinkérpern ent- 
sprechenden Wert von P,O,;, indem man annimmt, da entsprechend 
dem Bau der Thymonucleinsiure gesunder Organe jeder Purinbase 
ein Molekiil Phosphorsaure entspricht, so erhalt man einen Wert von 
9,64 Proz. P,O,;; tatsachlich ergaben aber die Elementaranalysen 
19,16 und 19,52 Proz., also mit einer annahernden Ubereinstimmung 
den doppelten Wert, d. h. also, dab, abgesehen von den Phosphorsaure- 
molekiilen, die in der Thymonucleinsaure gesunder Organe jeder Base 
im Verhaltnis 1:1 entsprechen, in unserer Nucleinsadure noch je ein 
zweites, gewissermaBen tiberzihliges Phosphorsiuremolekiil nachweisbar 
ist, so daB auf jede Base zwei Phosphorsiuremolekiile entfallen. 

Was die Charakterisierung der Kohlehydratgruppe, deren An- 
wesenheit durch eine starke Reaktion nach Molisch und eine deutliche 
Reaktion mit fuchsinschwefliger Saéure') erwiesen war, anbetrifft, 
so konnte lediglich durch das Fehlen der Orcinreaktion, die Abwesenheit 
einer Pentose festgestellt werden. Ein Nachweis von Lavulinsiure, 
wie man sie nach der Behandlung von Hexosen mit konzentrierter 
Saure erhalt, gelang nicht. Es kann sonach iiber das Kohlehydrat 
der vorliegenden Nucleinsiure eine exakte Angabe nicht gemacht 
werden. Das Kohlehydrat der normalen Thymonucleinsaure ist be- 
kanntlich auch nicht exakt festgestellt. 

Immerhin wird man wohl nicht fehlgehen, wenti man auch in 
unserer Nucleinséure ein sechs Koblenstoffatome umfassendes Kohle- 
hydrat annimmt. 

Versucht man nun von den oben diskutierten Grundlagen aus sich 
eine Vorstellung itiber den Bau der Nucleinsiure in den von mir unter- 
suchten Krebsgeschwiilsten zu bilden, so kann man sagen, da® aut 
die beiden in unserem Nucleinsiuremolekiil vereinigten Purinbasen 
4 Molekiile Phosphorsaure entfallen. Wir haben demnach in uaserer, 
wie in jeder normalen Nucleinsiure 4 Molekiile Phosphorsaure ent- 
halten, jedoch nur 2 Basenmolekiile, namlich die beiden Purinbasen. 
Nimmt man nun in Analogie zu allen bis nun beobachteten Nuclein- 


1) R. Feulgen, Zeitschr. f. phys. Chem. 100, 247, 1917; R. Feulgen und 
H. Rossenbeck, ebenda 185, 203, 1924. 
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siuren an, dab an jedes Phosphorsiuremolekiil je eine Kohlehydrat- 
gruppe gebunden ist und nehmen wir dieses Kohlehydratmolekiil als 
Glucose an, so hiatten wir bis jetzt folgende Atomzahlen untergebracht : 





Cc H N P oO 
1 Molekiil Guanin (C,H;N,O) .... 5 5 5 _- l 
i . Adenin (C,H,N,) ..... 5 5 5 — oe. 
4 Molekiile Glucose (C,H,.O,) ... .- 24 48 — — 24 
4 2 0 PRE Ree — 12 — 4 16 
DON 4 Go 6 8 4 oe Be we oe ee H., '| Nie P, Og 


Bei der Analyse wurden jedoch gefunden: Cy. Hg. Njo Py Ooo. 

Es ergibt sich demnach, daB eine 14 Kohlenstoffe enthaltende 
Atomgruppe, die als isoliertes Bruchstiick bei der Hydrolyse nicht 
erfaBt wurde, in unserem Molekiil noch vorhanden gewesen sein muf. 
Uber die solcherart rechnerisch ermittelte Atomgruppe kénnen natiirlich 
bloB Vermutungen angestellt werden. Demnach kénnte diese Gruppe 
an Stelle der beiden nicht gefundenen Pyrimidinbasen mit den beiden 
Glucose-Phosphorsaureestern anhydridartig verbunden sein. Sie ware 
in diesem Falle von eem hydroxylhaltigen Kérper abzuleiten, der 
allenfalls den Kresolen nahe stiinde. Tatsichlich konnte, als nach- 
triiglich nach Phenolreaktionen gefahndet wurde, im Hydrolysat unserer 
Krebsnucleinsaéure eine deutlich positive Millonsche Reaktion und eine 
Griinfarbung mit Eisenchlorid festgestellt werden. 

Infolge der auBerordentlich geringen Ausbeuten an Nucleinsdure 
in Zusammenhang mit der schwierigen Materialbeschaffung konnte 
leider eine Isolierung der hier vorgelegenen Phenole, die einen in der 
Nucleinséurechemie ungewéhnlichen Befund darstellen, noch nicht 
vorgenommen werden. 


Nach dieser Feststellung wurde an die Untersuchung der mit 
Bleihydroxyd ausgefallenen Nucleinsiéure geschritten, die dem Mono- 
nucleotid Guanylsiure im gesunden Gewebe entsprechen _ sollte. 
Die Abweichungen von der Norm waren jedoch hier nicht kleiner 
als bei der Fraktion der Thymonucleinséure, ihre Deutung noch 
schwieriger. Nach Zersetzung des Bleiniederschlags mit NSchwefel- 
wasserstoff, Einengen im Vakuum und Fallung mit Alkohol und Wieder- 
holung dieser MaBnahmen zwecks Reinigung resultierte in drei vor- 
genommenen Darstellungen ein Kérper von folgendem qualitativen 
Verhalten: die Substanz war in kaltem und warmem Wasser und 
Alkalien léslich, unléslich hingegen in Mineralséuren und organischen 
Solvenzien, durch Essigsiure, Alkohol und Aceton fallbar. Ferner 
gab sie positive Kohlehydratreaktionen nach Molisch-Udranszky, 
positive Bialsche Orcinprobe, positive Murexid- und negative Biuret- 
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reaktion. Nach Verkohlung am Platinblech blieb ein anorganischer 
Riickstand zuriick, der sich als Phosphorsaure erwies. 

Auf Grund dieser qualitativen Befunde ware ebenfalls noch die 
Vermutung gerechtfertigt, daB hier Guanylsaure vorliege. Die Elementar- 
analyse ergab aber Werte, die dieser Annahme jeden Boden entzogen. 
Nachstehend ein Vergleich mit den bis jetzt fiir die Guanylsdure aus 
gesunden Geweben gefundenen Werten: 





Cc H N P 

Proz. Proz. Proz. Proz. 

Pankreasdriise [Ivar Bang')] ....... . 3418 439 | 1821 7,67 
Leber [Levene und Mandel*)] ..... .. . | 36,35) 4,95 | 1865 6,15 
Krebs (eigene Analysenwerte)..... . . - | 43,23 456 | 9,66 | 6,26 
43,11 453 | 992 6,15 


7 - - Sh tty eek O/ & 


Der aus Krebsgeschwiilsten separierten Substanz kime sonach 
die Formel C,,H,,N;P,0,, zu. Hierin betriigt aber das Verhaltnis 
von P:N nicht, wie in der Guanylsiure (C,)H,,N,;PO,), 1: 5, sondern 
1:3.5. Der Vergleich der empirischen Formel im allgemeinen und 
des P : N- Quotienten im besonderen zeigt also, daB von einer Identitat 
unserer Substanz mit der Guanylsiure keine Rede sein kann. Nun 
ist die Guanylsaure ein relativ einfach gebauter Koérper, der eine Ver- 
bindung von je einem Molekiil Phosphorsiure, Pentose und Guanin 
darstellt : 

C,;H;N;O +- C;H,)0; + H,PO, — 2H,O = C,)H,,N, PO,. 


Bei der Einfachheit des Aufbaues der Guanylséure lehrt schon 
obiger Befund allein, da8 hier etwas prinzipiell anderes vorlag. Anhalts- 
punkte dariiber konnte allenfalls die Hydrolyse ergeben. Diese wurde 
wie bei der Thymonucleinsiure mit Sulfitlauge unter Druck vor- 
genommen und lieferte dabei tatsichlich das merkwiirdige Ergebnis, 
daB neben der der Guanylsiure zukommenden Purinbase Guanin auch 
eine Pyrimidinbase, das Thymin, vorhanden war. Die Menge des ge- 
fundenen Guanins betrug 14,5 Proz. der hydrolysierten Substanz, 
wihrend in der Guanylséure fiir diesen Anteil 36,15 Proz. vorhanden 
ist, ein MiBverhaltnis, das bei der Einfachheit der Darstellung des 
Guanins aus dem Hydrolysat bloB durch eine weitgehende Abweichung 
in der chemischen Beschaffenheit zu erkliven ist. Die auBerorcdentlich 
geringe Menge des gefundenen: Thymins hier in Rechnung zu setzen, 
ist wegen der umstandlichen Darstellungsweise, bei der mit groBen Ver- ‘ 
lusten gerechnet werden muB, zwecklos. Hingegen kann man sich, 
gestiitzt auf die Tatsachen, daB neben Guanin auch Thymin gefunden 


1) Ivar Bang, Zeitschr. f. phys. Chem. 26, 134, 1898/99. 
2) P. A. Levene und J. A. Mandel, diese Zeitschr. 10, 221, 1908. 
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wurde und der Quotient P: N 1:3,5 betragt, eine Vorstellung iiber 
den Bau des Kérpers machen. Auf Grund dieses Quotienten mu 
man namlich auf zwei Phosphorsiuremolekiile, wie ja solche bei dem 
Vorhandensein von zwei Basen anzunehmen sind, sieben Stickstoff- 
atome erwarten. Tatsachlich ist nun die Summe der Stickstoffatome 
in einem Molekiil Guanin (C;H;N;O) und einem Molekiil Thymin 
(C;H,N,O,) = 7, woraus also mit einiger Wahrscheinlichkeit hervor- 
geht, daB die beiden Basen in aquimolekularen Mengen in unserem 
K6rper zu denken sind. 

Dabei mu es natiirlich dahingestellt bleiben, ob zwei isolierte 
Mononucleotide oder ein Dinucleotid vorliegen, um so mehr als die 
Elementaranalyse bzw. die empirische Formel zeigt, daB auBer den 
Bestandteilen der beiden Mononucleotide noch ein stickstofffreier 
Atomkomplex (Phenolrest ?) vorhanden sein diirfte. 

Was die Natur des Kohlehydrats anlangt, so weist die positive 
Bialsche Reaktion auf eine Pentose hin, wie eine solche auch sonst 
in der Guanylsaéure gefunden wird. Mit Riicksicht auf den Umstand, 
daB diese Reaktion nicht nur den Pentosen, sondern auch der Glucuron- 
siure zukommt, wurde auch die Tollenssche Naphtho-Resorzinprobe 
ausgefiihrt. Uberraschenderweise ergab diese, was den Farbenton ‘ 
anlangt, ein positives Resultat. Das auberdem geforderte spektrale 
Verhalten konnte allerdings nicht festgestellt werden, immerhin miibte 
auf Grund dieses Resultats mit der Anwesenheit von Glucuronsiure 
gerechnet werden. Ein Versuch, die charakteristische p-Bromphenyl- 
hydrazinverbindung der Glucuronséure darzustellen, ergab kein ein- 
deutiges Resultat, und der Versuch einer quantitativen Bestimmung 
der Kohlehydrate aus dem Reduktionsvermégen des Hydrolysats 
lehrte bloB, daB es selbst durch die geschilderte vorsichtige Hydrolyse 
nicht gelingt, das Kohlehydrat der Substanz auch nur annihernd 
quantitativ unverindert in Freiheit zu setzen. Zu einer Vornahme 
der Bestimmung mittels der Furfurolmethode reichte jedoch unser 
Material nicht aus. 

Mit Riicksicht auf diese Umstinde miissen wir es uns versagen, 
auch hier die isolierten Bausteine der empirischen Formel gegen- 
tiberzustellen. Doch mu hervorgehoben werden, daB die Anwesenheit 
phenolartiger Kérper, die im Hydrolysat der Krebsnucleinsiure auf 
Grund dieser Gegeniiberstellung vermutet und durch Reaktionen 
festgestellt wurde, sich auch im Hydrolysat der Guanylsaurefraktion 
in deutlichster Weise nachweisen lieB. 

Wenden wir uns nun der Betrachtung des Gesamtbildes des in 
Rede stehenden Kérpers zu, so miissen wir als ein wesentliches Moment 
hervorheben, daB wir an einer Stelle, wo bei der Analyse normaler 
Organe das Mononucleotid Guanylsiure erscheint, ein Gemenge oder 








ww Ve 


~~ eo 











495 


Nucleinséuren aus Krebsgeweben. 


eine Verbindung finden, die aus einem Guanin- und aus einem Thymin- 
Mononucleotid zusammengesetzt ist. So ungewéhnlich dieser Befund 
im Vergleich mit der Zusammensetzung der Guanylséure-Fraktion 
normaler Organe erscheinen mag, so lehren doch die Ergebnisse der 
letzten Jahre, die die Nucleinsiurechemie Feulgen') zu verdanken 
hat, diesen Befund — zu einem Teile wenigstens — verstehen. 
Feulgen hat naimlich die interessante Tatsache festgestellt, daB die 
Trennung der Thymonucleinsiure von Guanylsiure keine von Natur 
aus gegebene ist, sondern daB die tibliche Darstellung dieser Séuren 
mittels Kalilauge, die auch in dieser Arbeit befolgt wurde, zu einer 
Absprengung der urspriinglichen mit der Nucleinséure chemisch ver- 
bundenen Guanylséure fiihrt. Wenn nun diese Auffassung Feulgens 
zutrifft, derzufolge urspriinglich eine Guanylnucleinsiure vorliegt, 
dann wiirde sich die Sonderbarkeit des an Stelle der Guanylséure aus 
Krebsgewebe gefundenen Kérpers zum Teil damit erkliren, daB durch 
die Kalilauge aus dem groBen urspriinglichen Molekiil eben nicht blob 
die Guanylsiure allein, sondern mit ihr das Thyminnucleotid ab- 
gesprengt wird, eine Auffassung, die sich schon durch die Annahme 
unbedeutender Anderungen in der Verkettung der einzelnen Nucleotide 
verstandlich machen lieBe. 

So hat also die Untersuchung von Nucleinsiure aus Krebs- 
gewebe tatsichlich zu einem Ergebnis gefiihrt, das, wenn es auch in 
seinen Einzelheiten weitgehender Durcharbeitung und Aufkliérung 
bedarf, doch ganz unzweifelhaft in dem Sinne spricht, daB bei den 
analysierten Krebsgeschwiilsten weitgehende Abweichungen vom Auf- 
bau der normalen Nucleinséiuren vorhanden waren. Es wird Aufgabe 
neuer, mit verbesserter Methodik auszufiihrender Arbeiten sein, weiteres 
Licht auf diese Probleme zu werfen. Die vorliegenden 1923 unter- 
brochenen Untersuchungen konnten aus auBeren Griinden bisher nicht 
fortgesetzt werden. 


Experimenteller Teil. 


Darstellung der Nucleinsdure und Guanylsdure. 
I. Versuch. 


a) Nucleinsdurefraktion. 1kg Lebermetastasen cines Magenkrebses 
wurde zu einem Brei fein verteilt und nach dem von Levene und Jacobs*) 
fiir die Trennung von Nucleinséure und Guanylsiure angegebenen Ver- 
fahren verarbeitct. 

Das Verfahren beruht darauf, daB zunichst der Brei mit mehrfachem 
Volumen Wasser versetzt und kurz aufgekocht wird. Hierauf setzt man 
zur Mischung Kaliumacetat und nach Erkalten Kalilauge bis zu einem 


1) R. Feulgen, Zeitschr. f. phys. Chem. 108, 147, 1919. 
2) P. A. Levene und W. Jacobs, diese Zeitschr. 28, 127, 1910. 
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Gehalte von je 5 Proz. und laBt iiber Nacht stehen. Nach Ausfallung des 
gebildeten Alkalialbuminats mittels Essigsiure und Pikrinséure fallt auf 
Zusatz einer 20proz. Bleizuckerlésung ein dichter Bleiniederschlag aus, 
der, auf ein Filter gebracht, mehrmals mit warmem Wasser gewaschen und 
schlieBlich, in siedend heiBem Wasser aufgeschwemmt, am Wasserbade mit 
Schwefelwasserstoff zersetzt wird. Nach Filtration und mehrmaligem 
Waschen des Bleisulfidniederschlages, wobei die Waschfliissigkeit mit dem 
Filtrate vereinigt wird, engt man das Filtrat im Vakuum bei 60° bis 
zur sirupésen Konsistenz ein, nimmt den Riickstand mit wenig warmem 
Wasser auf, filtriert und schligt aus der klaren Lésung die Nucleinsiure 
durch Zusatz eines mehrfachen Volumens 96proz. Alkohols nieder. 


Das erhitzte Produkt wurde mehrmals aus warmer wiisseriger Lésung 
mit 96proz. Alkohol umgefiallt, dann mit absolutem Alkohol und Ather 
gewaschen und unter vermindertem Druck bei 107° iiber P,O; getrocknet. 
Fs resultierte eine schwach gelb gefarbte, leicht pulverisierbare Substanz. 
Ausbeute 0,4 g. Die Substanz léste sich in Alkalien, Ammoniak und 
warmem Wasser und war unléslich in organischen Solvenzien und Mineral- 
siuren. Durch Alkohol und Aceton konnte sie aus wasseriger und alkalischer 
Lésung gefallt werden. Sie gab positive Murexidreaktion, positive Reaktion 
nach Molisch-Udraneky, positive Reaktion mit fuchsinschwefliger Saure, 
negative Bialsche und negative Biuretreaktion. Nach Veraschung ver- 
blieb eine phosphathaltige Asche. 


5,040 mg Substanz 7,310 mg CO, und 2,020 mg H,O 


5,568 ,, a 8,095 , CQ, , 2,2 » H,O 
aoe x. =A 0,343 cem N (25°, 744 mm) 
5,903 ,, Fs 0,51 i 2 OR t6.~.) 
12,033 ,, é 70,2. mg (NH,),PO,. 14 MoO, 
8,825 sal 52,1 » (NH,),PO, . 14 MoO, 


0,0514 g . 0,0112 ¢g Asche 
Cyg Hog N yp PyOp2. ~Ber.: C 40,68 H 4,52 N 9,89 P 8,76 
Gef.: C 40,53 H 4,55 N 10,07 P 8,72 


b) Guanylsdurefraktion. Das Filtrat von Bleiniederschlag wurde mit 
Ammoniak versetzt, der entstandene Niederschlag filtriert und mehrmals mit 
warmem Wasser gewaschen. Eine Aufschwemmung des Bleiniederschlages 
in siedend heiBem Wasser wurde hierauf am Wasserbade mit Schwefel- 
wasserstoff zersetzt, sodann vom Bleisulfid getrennt, dieses mit warmem 
Wasser gewaschen und das mit der Waschfliissigkeit vereinigte Filtrat bei 
40 bis 50° C im Vakuum fast bis zur Trockne eingeengt. Aus dem 
mit wenig Wasser aufgenommenen Riickstand fiel auf Zusatz eines 
mehrfachen Volumens von 96proz. Alkohol ein gelatinéser Niederschlag 
aus, der wiederholt in Wasser gelést und aus der Lésung mit Alkohol 
niedergeschlagen wurde. Nach Trocknen im Vakuumexsikkator iiber 
konzentrierter Schwefelséure resultierte ein goldgelbes sprédes Produkt, 
Ausbeute 0,37g. Die qualitativen Vorversuche ergaben nachstehende 
Resultate: die Substanz ist in kaltem and warmem Wasser, in Alkalien 
und Ammoniak leicht léslich, hingegen unléslich in Mineralsiuren und 
organischen Solvenzien, ferner ist sie durch Essigséure, Alkohol und Aceton 
aus wisseriger und alkalischer Lésung fillbar. Sie gibt positive Kohle- 
hydratreaktion nach Molisch-Udranszky, positive Bialsche Probe, positive 
Murexid- und negative Biuretreaktion. Nach Veraschung am Platinblech 
laBt sie einen weiBen Riickstand zuriick, der aus Phosphorséure besteht. 








— 
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Das Produkt wurde vor der Elementaranalyse bei 107° unter vermindertem 
Druck iiber P,O, getrocknet. 
5,108 mg Substanz 7,815 mg CO,, 2,030 mg H,O 


5,430 ,, - 8,280 ,, CO,, 2,095 ,, H,O 
6,276 ,, sin 0,526 com N (22°, 745 mm) 
6,415 ., o 0,550 ., N (24°, 746 ,, ) 
8,077 ,, 5 33,5 mg (NH,),PO,. 14 MoO, 
9,300 ,, » 37,6 ,, (NH,),PO,.14 MoO, 
0,0685 g¢ a 0,0116 ¢ Asche 


CyH,;N;P,0.,. Ber.: C 42,98 H4,48 N9,75 P6,17 
Gef.: C 43,10 H4,53 N9,92 P6,15 


2. Versuch. 

a) Nucleinsdurefraktion. 18 kg Krebsgewebe (Lebermetastase, 
primarer Tumor in der Gallenblase) nach dem Verfahren von Levene und 
Jacobs verarbeitet, lieferten 0,68 g bei 107°C unter vermindertem Druck 
iiber P,O, getrockneter Substanz. Die qualitativen Vorversuche wiesen 
auf die Identitat mit der bei dem ersten Versuch gewonnenen Substanz hin. 


6,222 mg Substanz 8,820 mg CO,, 2,410 mg H,O 


4,284 ,, = 6,040 ,, CO,, 1,665 ,, H,O 
4,383 ,, a 0,350 cem N (25°, 749 mm) 
3,012 ,, on 0,246 ., N (34°, 752 ,, ) 
9,750 ,, a 56,4 mg (NH,),PO,. 14 MoO, 
14,202 ,, 81,5 » (NH,),PO,. 14 MoO, 
0,0531 g " 0,0130 g Asche 
Cyn Hog NioP, Oss Ber.: € 40,68  H 4,52 N9,89 P8,76 
Gef.: C 40,72 H 4,58 N 9,64 O 8,84 
b) Guanylsdurefraktion. Darstellungsmethode wie unter Versuch |. 


Die Substanz lieferte bei den qualitativen Versuchen Resultate, die auf 
die Identitat mit der der ersten Darstellung hinwiesen. 


7,446 mg Substanz 11,350 mg CO, und 2,880 mg H,O 


4,565 ., u 6,920 ,, CO, ,, 1,800 ,, H,O 
4,042 ,, a 0,332 cem N (24°, 742 mm) 

6,645 ,, ee 0,554 ,, N (26°, 742 ,, ) 
9,598 ,, “ 39,000 mg (N H,),PO,. 14 MoO, 
7,250 , a 30,1 » (NH,),PO,. 14 MoO, 


0,0584 g i 0,0104 g Asche 
Cy,Hy;N;P,O,,. Ber.: C 42,98 H 4,48 N 9.75 P 6,17 
Gef.: C 43,23 H 4,56 N 9,66 P 6,26 


3. Versuch. 

a) Nucleinsdurefraktion. Darstellung eines Ammoniumsalzes. 2 kg schwerer 
primarer Lebertumor. Das alkalische Hydrolysat wurde diesmal in Gegen- 
wart von Kaliumacetat durch Neutralisation mit Essigsiure (ohne Pikrin- 
séurezusatz) zundchst enteiweiSt und hierauf aus dem Filtrat mit 20proz. 
Bleizuckerlésung das Bleinucleinat niedergeschlagen. Der Niederschlag 
wurde nun mit Schwefelwasserstoff zersetzt, vom Bleisulfid abfiltriert, 
das Filtrat im Vakuum eingeengt, der Riickstand sodann mit wenig 
warmem Wasser aufgenommen, filtiert und aua.dem klaren Filtrat in Gegen- 
wart iiberschiissigen Ammoniaks das Ammoniumsalz durch Zusatz eines 
mehrfachen Volumens 96proz. Alkohols niedergeschlagen. Nach mehr- 
maligem Umfillen aus wiasseriger Lésung und Waschen mit absolutem 
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Alkohol und Ather wurde die Substanz bei 107° iiber P,O, unter vermindertem 
Druck getrocknet und gewogen. Ausbeute 1,5 g. 

Das Produkt zeigte simtliche Reaktionen der Nucleinséiure und léste 
sich schon in kaltem Wasser zu einer klaren Lésung auf. 


3,533 mg Substanz 4,935 mg CO, und 1,630 mg H,O 
3,025 ,, A 4.2445 , CO, , 1,360 , H,O 
3,164 ,, i verbrauchten 2,11 cem n/70 Saéure 
4,856 ,, = = | a. a 
9,303 ,, is 52,8 mg (NH,),PO,. 14 MoO, 
11,008 ,, - 61,7 ,, (NH,),PO,. 14 MoO, 
0,0525 g “a 0,0105 g Asche 
CosHeoNwP,Ps2(NH,)- Ber.: C38,81 H5,13  N13,21 P8,36 
Gef.: C 38,67 H 5,15 N 13,45 P 8,29 


b) Guanylsdurefraktion. _Ammoniumsalz. Darstellungsweise analog 
dem Ammoniumsalz der Nucleinséiure. Die qualitativen Versuche fielen 
wie bei den Guanylséiuren der vorhergehenden Darstellungen aus. Aus- 
beute 1,6g. Die Substanz ist hygroskopisch. 


3,554 mg Substanz verbrauchten 2,09 ccm n/70 Séure 
5,768 ,, a - 3,43 , n/70 ,, 
10,797 ,, » 44,5mg (NH,),PO,. 14 MoO, 
10,267 ,, » 43,5 , (NH,),PO,. 14 MoO, 
0,0642 g 1° 0,0091 g Asche 
Cy, Hy, N; P,O.,(NH,).. Ber.: N 12,13 P 5,97 
Gef.: N 11,85 P 6,09 


Hydrolyse der Nucleinsiure. 


0,763 g Krebsnucleinséiure des zweiten Versuchs wurden mit 8 ccm ver- 
diinnter Bisulfitlauge (auf 35 Teile Wasser 15 Teile kaufliches NaHSO,) 
aufgenommen und im EjinschluBrohr durch 5 Stunden auf 160° erhitzt. 
Aus dem urspriinglich klaren Hydrolysat trat nach dem Erkalten Abschei- 
dung einer farblosen grobflockigen Masse ein. Diese wurde nun auf ein mit 
der Sulfitlauge getriinktes, dann mit Wasser ausgewaschenes und bei 100° 
getrocknetes Filter gebracht und nach mehrmaligem Auswaschen des 
Niederschlages bei 100° getrocknet. Ausbeute 0,0792 g = 10,38 Proz. 


Die amorphe Substanz lieferte positive Murexidreaktion. In wenigen 
Kubikzentimetern siedend heiBer 10proz. Schwefelséure gelést, schied sich 
beim Erkalten ein dichter Niederschlag von makroskopischen, zu Biischeln 
angeordneten Nadeln aus. Zwecks Reinigung wurde das Produkt aus 
10proz. siedend heiBer Schwefelsiure umkristallisiert, mit Alkohol ge- 
waschen und iiber konzentrierter Schwefelsiure im Vakuum getrocknet. 


6,443 mg Substanz 6,550 mg CO, und 2,170mg H,O 
3,458 ,, a 0,97 cem N (21°, 744mm) 
(C;H,;N,O)., H,SO, + 2H,O. Ber.: C 27,52 H 3,70 N 32,11 Proz. 
Gef.: C 27,73 H 3,77 N 31,88 _,, 


Das Filtrat von Guanin samt Waschfliissigkeit wurde mit 4 ccm starker 
(1:1) Schwefelsiure versetzt und mit Phosphorwolframsiure (2g auf 
10 cem H,O) der Rest der Purinbasen ausgefallt. Der Niederschlag wurde 
nun auf ein Talkfilter gebracht und nach mehrmaligem Auswaschen mit 
phosphorwolframsaurehaltiger 10proz. Schwefelsiure in Wasser aufge- 
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schwemmt, die erwirmte Aufschwemmung mit heif gesi&ttigter Baryt- 
lésung zersetzt, der abfiltrierte Niederschlag mit heiBem Wasser gewaschen, 
die vereinigten Filtrate mittels Schwefelsiure neutralisiert, filtriert und 
im Vakuum bei niedriger Temperatur auf ein geringes Volumen eingeengt. 
Nach Ansiéuern mit einigen Tropfen 20proz. Schwefelsdure fiel auf Zusatz 
einer hei® gesittigten Silbersulfatlésung ein kérniger weiBer Niederschlag 
aus, der sich unter Ejiskiihlung rasch absetzte. Der Silberniederschlag 
wurde nun mehrmals mit kalt gesittigter Silbersulfatlésung gewaschen 
und dann am Wasserbade mit iiberschiissigem Ammoniak digeriert. Hier- 
auf wurde mit n-Salzsiure zersetzt. Das salzsaure Filtrat wurde im 
Vakuum mehrmals zur Trockne gebracht, und zwar unter erneutem Wasser-, 
und zum SchluB Alkoholzusatz. Aus der wisserigen Lésung des Riickstandes 
fiel dann auf Zusatz einer gesattigten Natriumpikratlésung ein aus nadel- 
férmigen gelben Kristallen bestehender Niederschlag aus. Dieser wurde 
mehrmals aus heiBer wiasseriger Lésung umkristallisiert und bei der Tem- 
peratur von siedendem Toluol iiber P,O, unter vermindertem Druck ge- 
trocknet. Ausbeute 0,154 g. Zersetzungspunkt 281°. 

6,522 mg Substanz lieferten 8,71 mg CO,, 1,33 mg H,O 

4,138 ,, ? e 5,55 , CO,, 0,87 ,, H,O 

3,245 ,, = a 0,856 cem N (14°, 748 mm) 

2,360 ,, - - 0,628 ,, N (15°, 748 mm) 

C;H,;N,; .C,H,(NO,),O0H (Adeninpikrat). 

Ber.: C 36,26 N 30,77 Proz. 
, Gef.: C 36,51 H 2,32 N 30,96 ,, 

Nach Entfernung des Adeninpikrats wurde aus der zuriickbleibenden 
Lésung die Pikrinsfiure mittels Salzsiure und Benzol entfernt, hierauf 
die Lésung ammoniakalisch gemacht und mit ammoniakalischer Silber- 
lésung versetzt. Es trat keinerlei Niederschlag ein. Xanthin oder Hypo- 
xanthin waren also nicht vorhanden. 

Im Filtrate nach der oben erwahnten Silbersulfatfaillung des Adenins 
wurde nach Entfernung der Schwefelsiure auf Cytosin untersucht. Es 
lieB sich jedoch keine mit Natriumpikrat fallbare Substanz nachweisen. 

Das Filtrat der Phosphorwolframséurefillung (s. oben) wurde mit 
Barytlésung neutralisiert und nach Filtration des phosphorwolframsauren 
und schwefelsauren Bariums bei 60° in Vakuum eingeengt. Fs trat nach 
Erkalten der Lésung keine Kristallisation ein. Thymin und Urazyl waren 
somit nicht zugegen. 

Auf 50 ccm aufgefiillt, drehte diese Lésung im Il-dm-Rohr — 0,1°. 
Gegeniiber Fehlingscher Lésung zeigte sie kein deutliches Reduktions- 
vermégen. Die Lésung wurde dann mit essigsaurem Phenylhydrazin in 
Gegenwart von Natriumacetat lingere Zeit am Wasserbade erwiarmt 
und hierauf erkalten gelassen. Kristallisation trat nicht ein. Versuche mit 
substituierten Phenylhydrazinen fiihrten ebenfalls zu keinem Resultat. 


Versuch einer Darstellung von Lavulinsaure. 


0.5 g Nucleinséure wurden mit 5cem 30proz. Schwéfelsiure durch 
3 Stunden unter Riickflu8kiihlung am (lbade erhitzt. Das dunkelbraune 
Hydrolysat wurde mit Ather ausgeschiittelt, der Atherextrakt mit Wasser 
aufgenommen. Die Lésung gab auf Zusatz von Jodjodkalium und Kali- 
lauge keine Jofoformbildung und mit Nitroprussidnatrium und Essigséure 
keine Violettfarbung. 
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Phenolreaktionen. 


Das Hydrolysat erzeugte mit Millonschem Reagenz Rotfairbung, mit 
verdiinnter Eisenchloridlésung Griinfarbung. 


Hydrolyse der Guanylsiurefraktion. 


1,14 g Substanz wurden nach dem bei der Nucleinsiure angegebenen 
Verfahren mit Sulfitlauge aufgespalten. Die Hydrolyse lieferte 0,1653 g 
Rohguanin = 14,5 Proz. Das Produkt zeigte positive Murexidreaktion. 
In heiBer verdiinnter Schwefelséure geldést, lieferte es beim Erkalten der 
Lésung die charakteristischen Kristalle von Guaninsulfat. 


0,0744 g der exsikkatortrockenen Substanz verloren bei 135° iiber 
P,O,; im Vakuum 0,0065 g = 8,74 Proz. 
Ber. fiir (C;H,N,;O),.H,SO,.2H,O = 8,26 Proz. 
4,228 mg der kristallwasserfreien Substanz neutralisierten 7,36 ccm 
n/70 HCl = 1,472 mg N. 
3,325 mg der kristallwasserfreien Substanz neutralisierten 5,75 ccm 
n/70 HCl = 1,15 mg Ng. 
(C;H,;N,O),H,SO,. Ber.: N 35,0 Proz., 
Gef.: N 34,82... 34,59 Proz. 


Im Filtrate von Guanin fiel auf Zusatz von Phosphorwolframsiure 
kein Niederschlag mehr aus. Nach Entfernung der Phosphorwolframsaure 
mit Barytwasser und Einengung des Filtrates im Vakuum schied sich 
nach dem Erkalten eine geringe Menge mikroskopisch kleiner Nadeln aus. 
Da jedoch diesen eine Verunreinigung von amorpher Substanz beigemengt 
war, wurden die Kristalle zwecks Reinigung in 2 cem warmer n-Natronlauge 


gelést, hierauf Alkohol bis zur Kristallisation zugegeben. Nach mehrmaligem 
Waschen der Kristalle mit Alkohol wurde die Substanz iiber konzentrierter 
Schwefelsiure im Vakuum getrocknet. Die Murexidprobe fiel negativ aus. 
3,598 mg Substanz gaben 0,592 cem N (18°, 751 mm) 
3,406 ,, - a. Se... - 8 OF, Ti . } 
C;H,;N,O,Na. Ber.: N 18,92 Proz. 
Gef.: N 19,07 ,, 19,28 Proz. 


Das Filtrat von Thyminnatrium wurde hierauf mittels n Salzsiure 
genau neutralisiert, dann auf 100 ccm aufgefiillt. Die Lésung zeigte folgende 
Reaktionen : 

Positive Pentosenreaktion nach Bial, positive Naphtho-Resorcinprobe 
nach Tollens (wobei die Violettfarbung in Ather iiberging, jedoch das 
Spektrum nicht einwandfrei zeigte), ferner positive Millonsche Reaktion 
und mit Eisenchloridlésung Griinfarbung. 

Die Lésung drehte im 1-dm-Rohr 0,1° links. 2cem dieser Lésung 
(entsprechend 22,8 mg Substanz) verbrauchten nach Bertrand-Michaelis 
1,9 cem n/100 KMnQ,, entsprechend etwa 2,5 Proz. Pentose (fiir das Reduk- 
tionsvermégen der Ribose fehlen Standardwerte in der Literatur). Der 
Rest des kohlehvdrathaltigen Hydrolysats wurde nun im Vakuum bei 50° 
auf die Halfte eingeengt und mit wenigen Kubikzentimetern einer 2proz. 
eisessigsauren Lésung von })-Bromphenylhydrazin lingere Zeit am Waaser- 
bade erhitzt. Die Lésung triibte sich beim Erkalten und schied im Eis- 
schrank einen hellgelben Kristallbrei ab. Unter dem Mikroskop: garben- 
férmig gruppierte Nadeln; aus Pyridin-Alkohol mit Wasser mehrmals 
umkristallisiert Schmelzpunkt 236°. Fp. von C,,H,,0O,N,Br 236°. 
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Fp. von C,,H,,0,N,Br, 180 bis 185°. Das Osazon zeigte wie die Ausgangs- 
substanz mit Naphtho-Resorcin eine atherlésliche Violettfirbung. Bei 
spektraler Beobachtung kein Absorptionsspektrum. In pyridin-alkoholischer 
Lésung kein Drehungsvermdégen. 


5,302 mg Substanz lieferten 4,08 mg AgBr 32,75 Proz. Br 
TABS a ra - 5.77 .. AgBr 33,04 , Br 


Ber. fiir C,,H,,0,N,Br, 32,92 Proz. Br. 


Zusammenfassung. 


Drei sehr groBe Karzinome wurden nach dem Verfahren von 
Levene und Jakobs auf Nucleinsiure und Guanylsiure verarbeitet. 
Die erhaltenen Séuren zeigten in ihrem Aufbau weitgehende Ab- 
weichungen von den analogen Sauren normaler Organe. 


Druckfehlerberichtigung. 


In der Mitteilung von Etelka von Kovdcs-Zorkiczy, Beitrag zur 


Sauerstoffabsorption durch Pyrogallol (diese Zeitschr. 162, Heft 1/2, 


S. 161— 168): 

S. 164 soll es am Ende des dritten Absatzes lauten: ,,... und 
wurde nun die Niveaudifferenz abgelesen‘‘, und nicht, wie es im 
Text heiBt: ,,... und wiirde nun die Niveaudifferenz abgeben™. 


Druckfehlerberichtigung. 


In der Mitteilung von Neuberg und Gorr, diese Zeitschr 162, 8. 495, 
Zeile 8 von oben, mu8 es heiBen: 
gef.: 33,50 und 33,49 Proz. (statt 30,50 und 30,49 Proz.). 
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